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RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo es describir a los fotorreceptores como
biomateriales con una funcién dieléctrica periédica, i. e., capas alternantes entre mem-
branas (discos) y citoplasma. En un material con dichas caracteristicas la cantidad de
luz transmitida depende de la suma de reflexiones y refracciones multiples que tienen
lugar en cada una de las interfases.

El segmento externo de las células fotorreceptoras de la retina esta conformado por
cientos de discos, los cuales, contienen el pigmento visual. Las principales dificultades
en el desarrollo de modelos fisicos de los fotorreceptores son: la falta de instrumen-
tos de observacion con la resolucion suficiente para realizar experimentos in vivo, la
poca confiabilidad en la mayoria de los articulos que reportan las dimensiones de los
fotorreceptores debido a la falta de incertidumbres y a las pérdidas estructurales que
sufre la retina en la disecciéon (cambios de presiéon y muerte celular). Con el fin de
obtener medidas de primera mano y compararlas con las reportadas por otros autores,
se analizaron micrografias de cuatro ojos de ratas albinas macho con 5 meses de edad.
De las mediciones hechas se calcul6 la conicidad de cuatro conos y se obtuvo el grosor
de las membranas que conforman el segmento externo de conos y bastones. El valor
promedio del grosor de las membranas de los bastones fue 21.724 nm £ 0.864 nm
mientras que, el de los conos, fue de 19.869 nm =+ 0.848 nm.

En la literatura se puede encontrar que, en estudios de regeneracion en la base del
segmento externo y digestion coordinada por el epitelio pigmentado de los fotorrecep-
tores de mamiferos, existe evidencia de que los discos del segmento externo se agrupan
de tal forma que lo dividen en diez partes. En esta tesis, se calcul6 la dependencia entre
la frecuencia de la luz incidente y la transmisién de la misma en el segmento externo
de los fotorreceptores considerando que las dimensiones de estos paquetes de discos
podrian ser cercanas a las que tendrian in vivo, i.e., mediante una celda unitaria com-
puesta por grupos de discos y capas mas gruesas de citoplasma. El calculo, en el caso
de los bastones, se hizo de manera directa a través de la matriz de transferencia para
una estructura multicapas uniforme. Para los conos, a partir de la propiedad extensiva
de la funcion dieléctrica, se dedujo una matriz que incluye la variacién en la seccién
transversal propia de la geometria conica. Se disefiaron dos cédigos en lenguaje OC-
TAVE para el analisis de la dependencia entre la transmision y la frecuencia de la luz
en ambas estructuras.

Se calcul6 la transmision de la luz en los bastones de dos animales: pollo y una com-
binacién de diferentes especies de roedores. De cada uno se obtuvieron dos graficas,
una asociada al fotorreceptor adaptado a la luz y otra a la obscuridad. Las longitudes
de onda con minima transmisién en los espectros resultantes del roedor fueron: 488
nm y 350 nm. Donde la longitu de de onda de 359 nm esta asociada al fotorrecep-
tor adaptado a la obscuridad. En el pollo, las frecuencias obtenidas fueron: 506 nm
y 387 nm. Donde la longitud de onda de 387 nm esta asociada al bastén adaptado
a la obscuridad. Ademas, se calcul6 el espectro de transmision de los tres tipos de
cono presentes en la retina del humano y en la del roedor. Las longitudes de onda de
minima transmisién dentro los conos S, M y L del humano se encontraron en 562 nm,
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534 nm y 420 nm, respectivamente. Dentro de la estructura de conos del roedor, las
frecuencias resultantes son 503 nm, 510 nm y 360 nm. Las propiedades o6pticas de los
conos y los bastones reportadas en la literatura corresponden a medidas de absorban-
cia. Los resultados obtenidos con el modelo propuesto en esta tesis son consistentes
con los resultados de estas mediciones.

Como conclusion, si se considera el segmento externo de los fotorreceptores como
una estructura periédica compuesta por grupos de discos membranosos (zonas con
alta concentraciéon de pigmento) separados por citoplasma, estos se comportan como
un filtro 6ptico (cristal fotonico unidimensional). La energia se distribuye de diferen-
tes formas dependiendo de la longitud de la onda incidente. Dicho comportamiento
concentra la luz, eficientemente, en la regiones con pigmento visual.



INTRODUCCION

The trouble with colour vision is the
mentality of those that write on it -
and of those that read. In most
aspects of physiology it is sufficient to
offer a fairly plausible and adequate
hypothesis; but colour visionaries
want nothing less than the truth.

W. A. H. Rushton

La luz entra al ojo a través de la cornea, pasa por un fluido conocido como humor
acuoso, incide en una lente convergente llamada cristalino y, finalmente, se enfoca en el
tejido que se conoce como retina. Una de las capas de dicho tejido contiene a las células
fotorreceptoras, cuya funcion es transformar ondas electromagnéticas en sefiales que
el cerebro pueda interpretar. En la retina de los mamiferos pueden encontrarse dos
tipos de fotorreceptores: los bastones y los conos. Los bastones se encargan de la
percepcion con bajos niveles de iluminacion (vision escotépica). Los conos responden
a estimulos visuales diurnos y se encargan de la percepcion de los colores (vision
fotopica). Ademas, los conos se subdividen en tres tipos de acuerdo a su sensibilidad:
rojo, verde y azul. El mecanismo de transduccion de los bastones fue descubierto en
1933 por George Wald [1]. En 1997, el Dr. Wald fue acreedor al premio Nobel de
medicina por el descubrimiento de un pigmento en la retina, la rodopsina, el cual al
absorber fotones desencadena una cascada de reacciones que cambian la diferencia de
potencial de la célula fotorreceptora (Apéndice A). El mecanismo de transduccién en
los conos es analogo al de los bastones.

En las células fotorreceptoras, se han observado patrones de luz conocidos como
modos de propagaciéon (Seccioén 1.2.2). Este hecho junto con los estudios sobre la
densidad de la rodopsina en el segmento externo, permiten inferir que el indice de
refraccion de la célula es mayor que el de sus alrededores y que, su funcionamiento
como guia de onda, expone al maximo el pigmento visual a la luz incidente. Con
base en esta deduccion se creé un nuevo campo de estudio de los fotorreceptores cuyo
objetivo principal es explicar la base estructural del espectro, la direccionalidad ! y la
sensibilidad a la polarizacion de las células de la retina a partir de sus propiedades
fisicas. Es importante mencionar que la descripcién o6ptica de la sensibilidad de los
fotorreceptores es completamente independiente de la descripcién bioquimica de los
mismos.

La ultraestructura del segmento externo de las células fotorreceptoras esta confor-
mada por capas alternantes de discos membranosos y citoplasma. Dicha configuracién,
junto con los avances en los modelos 6pticos de los fotorreceptores, sugieren la compa-
racion con los filtros de interferencia propuestos por Lord Rayleigh en 1887 [2] quien, al
realizar el calculo de la suma de reflexiones y refracciones multiples en una estructura

1 La direccionalidad es una fenomeno que se describe a partir del efecto Stiles-Crawford (Seccion 1.2.1).
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multicapas, descubrié que este sistema puede actuar como un espejo para ondas elec-
tromagnéticas dentro de cierto intervalo de frecuencias (banda prohibida). Después
de los articulos publicados por Rayleigh, el analisis de las estructuras con propiedades
dieléctricas periddicas cay6 en el olvido. No fue sino hasta 1987, cien afios después,
que la comunidad cientifica volvi6 a interesarse en estos materiales. En ese aflo, el
Dr. Eli Yablonovitch publicé su investigacion sobre materiales con funciones dieléctri-
cas periodicas en dos y tres dimensiones [2]. A las estructuras periodicas que reflejan
completamente algun intervalo del espectro electromagnético, las denomin6 cristales
foténicos y, como consecuencia, al intervalo de frecuencias lo nombré brecha foténi-
ca.

En la actualidad hay un auge en este tipo de estudios interdisciplinarios, por ejem-
plo, en medicina existen materiales (sintéticos y/o naturales) que son compatibles con
tejidos organicos. Dicha caracteristica ocasiona que se les designe con el prefijo “bio”
y el estudio de sus propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas generé un campo muy
extenso de investigacion en el drea de la ciencia e ingenieria de materiales [3]. Otro
ejemplo es el campo de la biomimética, en el cual se estudia como la naturaleza diseiia,
procesa y ensambla estructuras de los organismos vivos. Estas estructuras altamente
organizadas sirven de inspiracion para encontrar soluciones a retos técnicos en arqui-
tectura bionica, aerodinamica, ingenieria y ciencia de materiales [4]. En particular, el
estudio de la interaccion de la luz con estructuras periédicas naturales presentes en
diversos animales y plantas ha permitido el desarrollo de dispositivos usados en la tec-
nologia de sensores, cristales liquidos, mediciones de parametros biologicos, etc. Estas
estructuras periédicas producidas artificialmente con materiales dieléctricos (Seccién
2.1) que poseen una banda prohibida son conocidos como cristales fotonicos y, debido
a su capacidad para controlar la transmisién de luz y modularla mediante la presen-
cia de impurezas y agentes externos como esfuerzos mecanicos y campos eléctricos,
también se les conoce como semiconductores 6pticos.

El estudio interdisciplinario entre la ciencia e ingenieria de materiales, la biologia y
la medicina abre todo una paleta de temas de investigacion, entre ellos, el estudio de
los mecanismos fisicos presentes en las estructuras periédicas de la retina.

Reparando en las similitudes entre la estructura del segmento externo de las células
fotorreceptoras y los cristales fotonicos unidimensionales, en el presente trabajo se hace
un analisis matematico describiendo a los conos y bastones como filtros de interferencia
cuya brecha foténica esta asociada a la sensibilidad espectral del ojo.

1.1 ESTRUCTURA INTERNA DEL OJO

There are various eyes. Even the
Sphinx has eyes: and as a result there
are various truths, and as a result
there is no truth.

Nietzsche

En esencia, el ojo es una cavidad esférica cuyo interior estd completamente ocupado
por dos fluidos [Fig. 1]. La pared del ojo esta constituida por tres capas de tejido:

1. La capa mas externa estd compuesta por un tejido fibroso, el cual, se divide en
dos partes, la esclerética y la cornea. La esclerética es la parte de color blanco



1.1 ESTRUCTURA INTERNA DEL OJO

del tejido mientras que, la cornea, es una region transparente que permite la
entrada de luz al globo ocular.

2. La segunda capa es la coroides, se trata de un tejido vascular que contiene
células pigmentadas. Es de color negro para absorber parte de la luz incidente,
evitando que ésta se refleje dentro del ojo e interfiera con la vision.

3. La capa mas interna es la retina, junto con el nervio 6ptico, forma parte del sis-
tema nervioso central y, ademas, contiene las células fotorreceptoras conocidas
como conos y bastones.
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Figura 1: La anatomia del ojo, vista transversal [5].

En la capa de en medio, al mismo nivel que la coroides, se encuentra el cuerpo ciliar,
esto es, el conjunto de musculos que sostienen y controlan al cristalino. Este ultimo es
la lente biconvexa que enfoca los rayos de luz incidentes en la retina. Asimismo, en la
seccion frontal de esta capa se encuentra el iris, musculo liso que regula el diametro
de la pupila con el fin de controlar la cantidad de luz que entra al ojo [5].

1.1.1 Retina

La retina de todos los vertebrados tiene el esquema general de las Figuras 2 y 3. La
Figura 2 es una imagen de la retina obtenida a través de un oftalmoscopio. La region
circular blanca que se encuentra del lado izquierdo es el nervio 6ptico, compuesto
por los axones de las células ganglionares que van hacia el cerebro y por los vasos
sanguineos que alimentan a las distintas capas de la retina.

A la zona mas obscura se le conoce como mdcula, en cuyo centro, hay una depresiéon
con una alta densidad de conos conocida como fovea. El grosor de la retina no es
constante, es mas gruesa en el borde de la fovea. Entre los mamiferos sélo los primates
tienen fovea, no obstante, existen otras especies provistas de esta estructura. La retina
de los pajaros predadores, con una visién hasta cinco veces mas aguda que la del

humano, tiene esta depresién en la parte central, algunos incluso poseen dos foveas
[6].
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La morfologia de las diferentes células de la retina, y sus respectivas conexiones
sinapticas, ha sido estudiada a través de técnicas estandar de tincién de muestras para
su observacion en el microscopio optico. A partir de estas imagenes, se sabe que la
retina de todos los vertebrados esta compuesta por tres capas de cuerpos celulares y
dos de sinapsis. En total, la retina estd conformada por las siguientes diez capas [7]:

s
2 53 ,.ﬂ. ;!-!:\_ - #
bRy SR
Figura 2: (a) Retina vista a través de un oftalmoscopio: (1) foveola, (2) fovea centralis, (3)
parafovea y (4) perifovea. (b) Seccion transversal de la retina asociada a la imagen
obtenida por el oftalmoscopio. Micrografia, amplificacién original 70X. La fuente
original no incluia barra de calibracion [7].

1. Epitelio pigmentado (RPE por sus siglas en inglés): Es la region mas externa
de la retina. Se le considera como parte de la retina porque eu estructura y
funcionamiento estan intimamente relacionados con el resto de las capas, aunque
se origina desde la capa externa de la copa 6ptica, y no desde la interna como
el resto de la retina (Figura 4) [8]. Esta zona se pigmenta con moléculas de
melanina durante enyml desarrollo embrionario del ojo y, posteriormente, se
mantiene como una sola capa de células. Se encarga de absorber los fotones
que no fueron capturados por los fotorreceptores, evitando que se reduzca el
contraste de la imagen debido a la captura de fotones dispersados. Una de sus
funciones mas importantes es la digestién de los discos del segmento externo de
las células fotorreceptoras.

2. Capa de las células fotorreceptoras: En esta zona se encuentra el segmento
externo de los dos tipos de células fotorreceptoras (conos y bastones).
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1.1 ESTRUCTURA INTERNA DEL OJO

“Membrana” externa limitante: Se le llama membrana aunque no se trate
de una como tal [8]. Es la seccién compuesta por las uniones entre las células
fotorreceptoras y las células, no neuronales, conocidas como células de Miiller.
Las uniones son tan densas que en el microscopio optico tiene la apariencia de
una membrana.

Capa nuclear externa: Regién conformada por los nucleos y los cuerpos de las
células fotorreceptoras.

Capa plexiforme externa: Es donde se encuentran las conexiones sinapticas
entre los fotorreceptores y tres células diferentes (bipolares, horizontales y ama-
crinas) que se encargan de procesar y transmitir la sefial generada en los conos
y bastones.

Células bipolares: Se caracterizan por tener una dendrita y un axén. Su
nombre se debe al hecho de que sélo dos procesos se derivan del cuerpo celular.
Hacen sinapsis con las células fotorreceptoras, lo que las hace el enlace neuronal
principal entre los fotorreceptores y las células ganglionares.

Células amacrinas y horizontales: Modulan la transmisién de la sefial hacia
la corteza visual. Las células horizontales hacen sinapsis con los fotorreceptores
y con las células bipolares, mientras que, las amacrinas, hacen sinapsis con los
ganglios y las células bipolares.

Capa nuclear interna: Esta seccion estd compuesta por los nicleos y cuerpos
de cuatro células diferentes (bipolares, horizontales, amacrinas y de Miiller).

Células de Miiller: Las células de Muller ocupan los espacios entre los di-
versos elementos neuronales que se encuentran entre las dos “membranas”. A
este tipo de células se les conoce como células gliales, desempefan la funcién
de soporte de las neuronas. Son muy dificiles de visualizar en preparaciones
microscopicas de luz sin rutinas de tincion especiales [8].

Capa plexiforme interna: Al igual que la capa plexiforme externa, es una regién
de conexiones sinapticas. Es la zona en la que se localiza la conexién entre las
células bipolares, amacrinas y ganglionares.

Capa de las células ganglionares: Es la region en la que se encuentra el cuerpo
de las células ganglionares, las cuales se clasifican como células nerviosas con la
particularidad de que se encuentran por fuera del sistema nervioso central.

Capa de fibras del nervio 6ptico: Lugar donde inicia el nervio 6ptico, el cual,
esta formado por los axones de las células ganglionares.

“Membrana” limitante interna: Al igual que la externa, tampoco se trata de
una membrana realmente. Se trata de un fusién entre los pediculos de las células
de Miiller. Es la frontera entre la retina y el humor vitreo.
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Figura 3: Morfologia de la seccién transversal de la retina obtenida a través de un microsco-
pio optico: (1) epitelio pigmentado; (2) capa de las células fotorreceptoras; (3) capa
limitante externa; (4) capa nuclear externa; (5) capa plexiforme externa; (6) capa
nuclear interna; (7) capa plexiforme interna; (8) cap de las células ganglionares; (9)
capa de fibras del nervio 6ptico y (10) capa limitante interna. Micrografia, amplifica-
cién original 245X. La fuente original no incluja barra de calibracién [7].

pared del tallo
oplico (continua e
con la pared del
cerebro anterior)
cavidad del
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(continua con d i
la cavidad del placoda cristaliniana
cerebro anterior) invaginada
capa intema de la copa
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Intrametiniano capa neural de la retina)

capa exlerna de la copa
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del epitelio pigmentario
de la retina)

(esbozo
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Figura 4: Microfotografia de un corte sagital del ojo de un embrién (200x). Obsérvense el
esbozo del cristalino, las paredes de la copa Optica (esbozo de la retina) y el tallo
optico (esbozo del nervio 6ptico). La fuente original no incluia barra de calibracién
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Es importante mencionar la existencia de un tercer tipo de célula fotorreceptora, la
cual no esta involucrada de manera directa en el proceso visual. El estudio de los ritmos
circadianos en pacientes con ceguera desembocé en el descubrimiento de fotorrecep-
tores conocidos como células ganglionares intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs por
sus siglas en inglés) [10]. Estan localizadas en el mismo estrato que las células gan-
glionares y, aunque su funcionamiento atin esta en investigacion, se cree que estan
relacionados con la respuesta de la pupila a la luz.

1.1.2  Estructura interna de conos y bastones

Las células fotorreceptoras principales, como se mencioné antes, se encuentran en
una de las capas mas externas de la retina. Con base en criterios morfol6gicos y fisio-
logicos, dentro de este grupo de células pueden distinguirse dos subgrupos: los conos
y los bastones.

Segmento E
exterior

-
Segmento
interior

Nicleo {
Axon {

Terminal
sinaptica

Elipsoide
=

Mioide

Baston Cono

Figura 5: Diagrama de la estructura de conos y bastones. Adaptacién, [6].

La Figura 5 es un esquema de la estructura general de conos y bastones. Ambos
fotorreceptores estan formados por:

= Un segmento externo compuesto por un cilio? modificado compuesto por una pila
de discos membranosos, en el caso de los bastones. A diferencia de estos tltimos,
los discos del segmento externo de los conos no forman una entidad independien-
te a la membrana celular, de hecho, los discos estan formados por invaginaciones
de la membrana celular. Cada disco esta lleno de proteinas necesarias para la
transduccion de la luz.

2 Organelo celular que se compone de fibrillas que sobresalen de la célula [5].
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» Un segmento interno provisto con bombas de iones que generan gradientes eléctri-
cos a través de la membrana. Se divide en dos partes: el elipsoide y el mioide. El
primero esta poblado por mitocondrias, fuente de energia para las bombas, y el
segundo contiene al reticulo endoplasmatico rugoso que sintetiza las proteinas
de transduccion.

» El cuerpo celular que contiene al nicleo con el ADN que codifica proteinas de
transduccion.

» Una extension larga y delgada del cuerpo celular llamada axdn, el cual transmite
el impulso eléctrico a las terminales sinapticas.

Las principales diferencias morfolégicas entre conos y bastones se encuentran en
el segmento externo y en las terminales sinapticas. A las terminales de los conos se
les conoce como pediculos y son mas anchas que las esférulas de los bastones [Fig.
5]. El segmento externo de los bastones es de forma cilindrica mientras que, el de
los conos, varia conforme a su posicién en la retina. En la unién entre la retina y
la coroides, cerca del cuerpo ciliar, el segmento externo de los conos es pequeiio y
conico, caracteristica de la que se deriva su nombre. Ademas, como ya se menciond
anteriormente, el segmento externo de los conos esta formado por invaginaciones de
la membrana celular. Por otra parte, en la region central de la fovea, ambos segmentos
externos son muy parecidos.

En la retina de los humanos, y en la de algunos primates®, existe un solo tipo de
bastén y tres tipos de cono: uno con un pico de absorcién en 419 nm (azul), es decir,
sensible a las longitudes de onda cortas; otro con un pico de absorcién en 531 nm
(verde), esto es, sensible a las longitudes de onda de tamaiio intermedio y uno en 559
nm (rojo), i.e., sensible a las longitudes de onda largas [11]. Se les conoce como S,
M y L por los tamaios de las longitudes de onda en inglés: short, medium y large,
respectivamente.

En un humano hay, en promedio, 92 millones de bastones y 4.6 millones de conos [12].
Como puede apreciarse en imagenes obtenidas a través del microscopio electrénico de
barrido, estos fotorreceptores, forman una especie de mosaico. La densidad, tanto de
conos como de bastones, depende de la seccion que se esté observando [Fig. 6].

La region de la retina en la que hay mas conos es la fovea [Fig. 1, 2], con una densidad
aproximada de 199 000 conos/mm?. Existen diversos estudios respecto al papel que
tiene la distribucion de éstos en la fovea. Generalmente, se asume como el factor que
limita la resolucion del ojo, sin embargo, esta suposicion es incompatible con medidas
psicofisiolégicas [12].

La zona con mayor concentraciéon de bastones se extiende hacia la parte nasal su-
perior de la retina, describiendo una elipse con la misma excentricidad que la parte
central del disco 6ptico [Fig. 1].

3 Clase de animales, diferentes a los mamiferos, poseen otros tipos de conos y bastones.
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Figura 6: Mosaico de conos en distintas secciones de la retina de tres individuos con una edad
cercana a los cuarenta afios. (A-C) Fovea, poblada solamente por conos; (D) 0.125
mm a la derecha de la fovea (hacia el lado temporal); (E) seccién con densidades
iguales de conos y bastones (a 0.42 mm de la fovea, hacia el lado temporal) y (F) Los
bastones, mas pequeilos que los conos sobrepasan en ntmero a los conos, en una
proporciéon 4:1 (a 0.66 mm de la fovea, hacia el lado temporal). La barra de escala
representa 10 pm [13].

Figura 7: Secuencia que muestra a las células del epitelio pigmentado rodeando y segregando a
un paquete de discos del resto del segmento externo de un bastén. El baston pertenece
a la retina de una ardilla de trece franjas. Los paquetes de discos se enroscan antes
de que haya una deformacion significativa de la membrana (flechas en la primera y la
tercera imagen, de izquierda a derecha). La flecha de la cuarta imagen, de izquierda
a derecha, muestra la separacion entre el paquete y el resto del segmento externo. La
fuente original no incluia barra de calibracion [14].
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1.1.3  Creacion y digestion del segmento externo de conos y bastones

El epitelio pigmentado de distintos animales ha sido descrito ampliamente. Porter
y Yamada (1960) observaron paquetes de citoplasma en el epitelio pigmentado a los
que llamaron “cuerpos de lipidos laminados” [15]. Bairati y Orzalesi (1963) fueron
los primeros en considerar dichos paquetes como fragmentos del segmento externo
[15]. Simultaneamente, Droz (1963) demostré la renovacion de proteinas en las células
fotorreceptoras [15]. Finalmente, Richard Young (1968) mostré que los discos del seg-
mento externo se renuevan constantemente [16]: La opsina se sintetiza en el mioide del
segmento interno y los discos nuevos se van afiadiendo a la base del segmento externo.
Los bastones mantienen una longitud constante a lo largo de la vida adulta, por tanto,
la adicién de discos nuevos en la base tiene que balancearse con la eliminacién de los
discos “viejos” en la punta. Diariamente, las células del epitelio pigmentado rodean y
destruyen alrededor del 10 % de cada segmento externo mediante un proceso que se
conoce como fagocitosis [Fig.7] [17]. En experimentos hechos con ratones que carecen
de rodopsina se ha encontrado que, en sus fotorreceptores, no se forma un segmento
externo. De esto ultimo se puede inferir que, aparte de encargarse de la transduccién
de luz, la rodopsina juega un papel estructural en la visién [16].

Por otra parte, existen estudios en los que puede observarse que los discos membra-
nosos son absorbidos por el epitelio pigmentado en paquetes de tamaio constante [14]
[18] [19]. Dichos paquetes se forman en la base del segmento externo y permanecen
unidos por membranas de plasma [20][21]. La existencia de paquetes de membranas
es congruente con los experimentos de Hsu et al. [16], quienes encontraron que el pig-
mento se distribuye de manera heterogénea en cada disco, sin embargo, los discos
se distribuyen en el segmento externo en grupos alternantes que dividen al segmen-
to externo en 10 secciones, aproximadamente, ocasionando altas concentraciones de
pigmento en algunas zonas [16]. Como se ha discutido en secciones anteriores, la con-
centracion de pigmento visual implica cambios en la funcién dieléctrica. Este hecho
permite especular respecto a las propiedades opticas de la distribucién de opsina en
el segmento externo de los fotorreceptores.

1.2 ANTECEDENTES: DESCRIPCIONES FISICAS DE LA VISION

Would it be correct to say our
concepts reflect our life? They stand
in the middle of it

Ludwig Wittgenstein

1.2.1  Efecto Stiles-Crawford

La optica de fotorreceptores estudia las propiedades fisicas (geometria, orientacion,
tamaiio, indice de refraccion, etc.) de dichas células y su influencia en la absorcién de
luz. El pionero en esta rama fue Ernst Briicke (1840) [11], contemporaneo de Helm-
holtz, quien observo que los bastones fotorreceptores actian como guias de ondas
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electromagnéticas asegurando que el pigmento visual esté expuesto al maximo a la luz
incidente.

El siguiente descubrimiento asociado con la optica de los receptores fue el efecto
Stiles-Crawford de primera clase (1933) [11]. Dicho efecto es consecuencia directa de
que los fotorreceptores actiien como guias de onda: las células estan orientadas ha-
cia una misma posicion en la pupila, lo cual ocasiona que absorban de manera mas
eficiente la luz que incide a lo largo de sus ejes, i.e., por la posicién hacia la que se
orientan. Matematicamente, el efecto Stiles-Crawford se describe como una funcién
de la distancia d al centro de la pupila. A esta funcién se le conoce como la visibili-
dad relativa 11(d) y se define como la razén entre la cantidad de luz que entra por el
centro de la pupila, produciendo cierto estimulo, y la cantidad de luz necesaria para

[
r

producir el mismo estimulo a una distancia del centro. Mediante estimaciones se

ha encontrado que la visibilidad relativa se ajusta a la siguiente funcion:

n(r)=10"°" (1)

donde p es un parametro que depende de la longitud de onda del haz incidente y v
es la distancia al punto de maxima visibilidad, generalmente, el centro de de la pupila.

El primer modelo que explica el papel de los receptores en este fenémeno fue for-
mulado por Wright, Nelson y O’Brien en 1936 [11]. Al igual que Briicke y Helmholtz,
ellos sugerian la reflexion total del haz por las membranas celulares de tal forma que,
si la luz incide con un angulo muy grande, se esparce por fuera de la célula.

1.2.2 Guias de onda

La mayoria de los animales, tanto vertebrados como invertebrados, poseen foto-
rreceptores que pueden describirse como largos cilindros. A pesar de la dificultad
experimental para obtener los valores de los indices de refracciéon de la membrana
fotorreceptora, y las variaciones que existen entre las medidas publicadas, un acuerdo
general es que el indice de refraccién del segmento externo es mayor que el del medio
que rodea a la célula, i. e., citoplasma.

De acuerdo con la 6ptica geométrica, cuando los rayos de luz pasan por el cristalino
se enfocan en el punto P en la posicion y; [Fig. 8]. Si y;1 es menor o igual al diametro
del fotorreceptor [Fig. 9], la luz se queda contenida dentro del mismo. Esta descripcién
predice, de manera errénea, que los fotorreceptores son igualmente sensibles a todos
los angulos para los que P cae dentro del area de captura.

Para describir el efecto Stiles-Crawford es necesario considerar la naturaleza ondu-
latoria de la luz y, por tanto, el esparcimiento asociado a la interaccién entre el iris y
la onda incidente (Principio de Huygens-Fresnel?). Cuando se transmite luz por una
apertura cuyo diametro es dq, el esparcimiento por difraccion, es inversamente pro-
porcional a la razon entre el diametro de la apertura y la longitud de onda (dq/A). Es
decir, el didametro de la apertura por la que entra la luz ocasiona que la imagen de un
punto llegue a P como un circulo cuyo didmetro es dao. A la zona ‘desenfocada’ se le

Cada punto de un frente de ondas se puede considerar como una fuente de ondas secundarias con las
mismas propiedades que el frente original.

23



24

INTRODUCCION

conoce como disco de Airy [Fig.9] y representa la capacidad de resolucion del ojo. El
ancho de dicha zona es el diametro del disco de Airy (da) [22]:

dr — 244 (A) (f) ; @
da Mo

donde A es la longitud de onda de la luz incidente, dq es el diametro de la apertura,
f es la distancia focal de la lente (en este caso, del cristalino) y np es el indice de
refraccién del medio que se encuentra entre la lente y el plano focal.

Y

Figura 8: Rayo que incide en un punto P de la retina a una distancia yj del area de captura
del fotorreceptor.
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Figura 9: Traslape entre el disco de Airy y el area de captura de la guia de onda.

Por otra parte, para combinar el resultado anterior con los rayos que experimentan
reflexion total interna en una expresion simple, es necesario utilizar aproximaciones
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de la optica geométrica. La validez de las ecuaciones propias de la 6ptica de rayos
radica en el cumplimiento de la siguiente desigualdad:

D>A>d , (3)

donde D es la distancia caracteristica en la que el indice de refraccion cambia con-
siderablemente, A es la longitud de la onda en el vacio y d es la separacién entre los
atomos y/o moléculas del sistema. Con el fin de imponer esta condicion, es menester
definir un volumen macroscépicamente pequeiio V alrededor de cada punto del medio,
de tal forma que

D3>V>AE . (4)

Si T representa la posicion en la que se encuentra el volumen V y el vector 7 '

es la posicion de algun punto que se encuentra dentro de V, se tiene que F+7 ' €
V. Por tanto, la amplitud de la onda en el medio A(F) y la componente del vector
de propagacion S(T), cambian muy poco dentro de V. Esto ultimo permite hacer las
aproximaciones siguientes:

AF+7") ~AF) ; (5)
SF+F) =~ S(F)+VS-¥' . (6)

Asi, en V, la onda se escribe como

E(T_"-i-T_" /,t) r~ K(F)eiS(?')ei(VS(?‘ N—wt) ) (7)

La ecuacion 7 es una onda aproximadamente plana de amplitud A (7)e!S(™) y vector
de onda K(¥) = VS(¥), la cual, en cada punto T puede representarse como un rayo
perpendicular al frente en dicho punto. Mediante esta descripcion, se puede hacer uso
de los resultados obtenidos a partir de la 6ptica geométrica.

Es asi como, el angulo de maxima aceptacion de la guia de onda, puede calcularse
mediante la ley de Snell, i.e.,

o sin (04¢) = nq sin (;—occ) ; (8)

donde . es el angulo minimo de incidencia para el cual la luz experimenta reflexion
total interna. El valor de este 4ngulo también se calcula mediante la ley de Snell,

. np
sinx, = — . 9)
n

El indice de refracciéon del medio que se encuentra dentro del receptor es muy pa-
recido al de los alrededores (np ~ nj ~ n;). Al tomar en cuenta esto, junto con la
aproximacion de angulo pequeifio, la ecuacion 8 puede escribirse como

2
e ~ (“‘) (1 — (“2) ) . (10)
no no
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Ademas, de acuerdo con la ecuacion 2, el angulo de esparcimiento 204 es

A
sinfy = aa 204 ~ 244 . 11)
f Tl]d

Donde, d, = d es el diametro del fotorreceptor, debido a que se considera que
la fraccion de la luz capturada es proporcional al area de traslape del fotorreceptor
y el disco de Airy (aproximaciéon de convolucién) [Fig.9] [23]. De aqui puede verse
que para angulos iguales a 04, — 04 una fraccién de la energia no se va a transmitir
por el fotorreceptor mientras que, para angulos O4c + 04, parte de la energia sera
transmitida por el segmento externo de la célula. Esta es la manera en la que el modelo
de guia de onda describe la dependencia con la posicién de incidencia en la pupila
(direccionalidad) de las células fotorreceptoras, tal y como se observa en el efecto
Stiles-Crawford.

El modelo completo de los fotorreceptores como guia de onda incluye los efectos
de las dimensiones de los mismos. El tamafio de las células ocasiona que exista una
interaccion con las ondas electromagnéticas de tal forma que, al entrar en el receptor,
tienen una fase. Por tanto, las ondas pueden interferir de manera constructiva o des-
tructiva, produciendo patrones caracteristicos a los que se les conoce como modos de
propagacion. Asi, otros argumentos a favor del modelo son las observaciones hechas
por Hanover (1843) [24] y Enoch (1961) [25] de los distintos modos de propagacién en
las células de la retina cuando la Iuz del microscopio 6ptico pasa a través de ellas [Fig.
10, 11]. Matematicamente, los modos de propagacion, son soluciones de las ecuaciones
rotacionales de Maxwell que satisfacen todas las condiciones de frontera (continuidad
de las componentes tangenciales).

Figura 10: Dibujo hecho por Hanover (1843) de los modos de propagacion en la salida de los
segmentos externos en la retina de una rana. [24].
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Figura 11: Modo de propagacion observado por Enoch (1961) en una guia de onda tomado
del segmento externo de un cono localizado en la méacula de un mono [25].

La cantidad de modos que se pueden propagar en una guia de onda se determina a
partir del parametro adimensional V, el cual se define como

(12)

donde d es el diametro de la guia, nn es el indice de refracciéon del medio por
el que se guia la onda (el nucleo) y nqi+ es el indice de refracciéon del medio que
rodea a la guia. El parametro V es la frecuencia de la onda incidente renormalizada
con respecto a las propiedades de la guia de onda. Si V < 2.405, la guia transmite
un modo por polarizacién. Para un modo de propagacién, dicho parametro determina
la potencia que se transmite de éste, i.e., si V es pequeiio, la fibra es sensible a la
pérdida por absorcion del del recubrimiento. Sin embargo, una V muy grande también
puede representar pérdidas por esparcimiento en el nicleo o en la interfaz nucleo-
recubrimiento.

Si se supone una onda plana incidente, la descripcion de la que se propaga a partir
del punto P, 1, puede escribirse como la superposicién de M modos guiados por el
receptor Py, y un conjunto continuo de modos radiativos que no son guiados P q4:

(o]

ol = I e+ [ [ cngliy g (n kg (13)

donde ¢y y cng son factores de escala para los modos guiados y los no guiados,
respectivamente, y k|| es la componente del vector de onda paralelo al plano.

Como se mencion6 antes, la diferencia entre los indices de refraccién del medio
que se encuentra dentro del fotorreceptor y el de los alrededores es muy pequefia, por
tanto, se puede asumir que los modos de propagacion son los linealmente polarizados
(LPy,). Una propiedad fundamental del modo m es que s6lo una fraccién 1, del total
de la energia se transmite por el fotorreceptor, la cual esta dada por la razén entre la
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potencia con la que el modo m se acopla a la guija y la potencia total del modo m en
la entrada del fotorreceptor [Eq. 14].

[ [WrE, dxdyl?
S M e % dxdyl?

La Figura 12 muestra la dependencia entre la eficiencia de acoplamiento de los

NMm = (14)

modos y el angulo de incidencia. La guia de onda que se escogi6é para la grafica
estd asociada al segmento interno de los conos que se encuentran alrededor de la
fovea en un ojo humano (V=7). Como puede apreciarse, para incidencia normal, dos
modos linealmente polarizados son atrapados por la guia: LPp; y LPp>. La maxima
eficiencia de acoplamiento es la de la luz que esta en el modo fundamental (LPg7).
La dependencia angular gaussiana del efecto Stiles-Crawford [Eq.1] se aproxima a la
eficiencia de acoplamiento del modo fundamental.
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Figura 12: Dependencia entre el dngulo de incidencia, de distintos modos linealmente polari-
zados, y la eficiencia de acoplamiento en una guia de onda cilindrica [11].

Debido a la variacion en el area de la seccion transversal, el modelo de guia de
onda es mas dificil de aplicar a los conos. Para un analisis completo de los modos
de propagacion en dicha geometria es necesario utilizar métodos numéricos. En 2008,
Hajiaboli y Popovi¢, propusieron un modelo tridimensional de los conos como guias
de onda adelgazadas [26]. Ellos utilizaron el método numérico de diferencias finitas en
el dominio del tiempo (FDTD, por sus siglas en inglés) para integrar las ecuaciones
de Maxwell en dos y tres dimensiones. Bajo la premisa de que el grosor de las capas es
mucho menor que la longitud de onda de la luz, consideraron una geometria uniforme,
con un indice de refraccion promedio para toda la seccién conica. Los parametros del
cono que analizaron estan resumidos en la Figura 13.
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De esta forma, al estudiar la variacién de la transmisién de luz con la longitud de
onda, cuando la luz incidente es monocromatica, encontraron que el modelo en dos
dimensiones diverge del de tres dimensiones conforme la longitud de onda aumenta.
Ademas, la geometria con los parametros de la Figura 13, favorece la transmisién de
luz verde (A = 520 nm).

Es importante notar que, para esta descripcion, no se considera que el segmento
externo esta formado por discos membranosos [Fig. 5]. En la siguiente seccion se pre-
sentan algunos modelos fisicos que toman en cuenta la ultraestructura de las células

fotorreceptoras.
L=6.75 pm

g
oA =
o~ :
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Figura 13: Modelo de guja de onda para el segmento externo de un cono fotorreceptor. [26].

1.2.3  Un paso mds alld: ultraestructura

El efecto de interferencia debido a la estructura de discos que conforman el segmen-
to externo fue propuesto por Boll (1876) [1]. En el caso de los bastones, el nimero
promedio de discos oscila entre 600 y 1000, mientras que, en los conos hay entre 100
y 1200 [12]. El estudio del comportamiento de las ondas electromagnéticas dentro de
esta geometria es muy complejo por lo que es menester hacer uso de métodos numéri-
cos y computacionales. La primera aproximacién, de la que se tiene conocimiento, fue
hecha por uno de los pioneros en el método FDTD, Allen Taflove (1992) [27]. En este
método de integracion las derivadas de la ley de Ampére y la de Faraday se aproximan
como diferencias entre valores adyacentes. Se definen celdas que discretizan el tiempo
y el espacio, formando una cuadricula en la que se escalonan los campos magnéticos
y eléctricos. El procedimiento computacional propuesto por Piket-May et. al [27] con-
siste en suponer una onda sinusoidal incidente, con la frecuencia deseada, e integrar
las ecuaciones rotacionales de Maxwell en el tiempo. La integracion se hace conforme
la onda recorre la estructura cuatro veces: penetra el segmento externo por el primer
disco, se propaga hasta el final, se refleja, y se propaga hasta el primer disco; la luz se
refleja nuevamente, iterando la propagacion adelante-atras-adelante una vez mas [27].
Al finalizar la integracion, se obtiene como resultado la onda estacionaria del campo
eléctrico dependiente del tiempo [Fig. 14].

Las caracteristicas de la estructura por la que se propagan las ondas electromagné-
ticas estacionarias de la Figura 14 son [27]:

= Una membrana externa con 15 nm de grosor.
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799 discos cuyo grosor es de 15 nm, distribuidos uniformemente a través del
segmento externo de un baston.

La distancia inter-discos es igual a 10 nm.

El indice de refraccion de la membrana es 1.43.

El indice de refraccion del fluido que ocupa el espacio entre los discos es 1.36.

Figura 14: Visualizacién de la onda estacionaria del campo eléctrico calculada por medio de
FDTD. La onda incidente tiene polarizacion transversal magnética y longitud de
onda: (a) 714 nm; (b) 505 nm y (c) 475 nm. [27].
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Figura 15: Modelo usado por Picket-May et al. del baston fotorreceptor para el estudio de la
propagacion de ondas electromagnéticas por medio del método de diferencias finitas
en el dominio del tiempo [27].
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Ademas, por medio de una transformada de Fourier, puede obtenerse un espectro
de frecuencias espaciales para cada longitud de onda incidente. De acuerdo con [27], la
distribucion de frecuencias es esencialmente la misma para las tres longitudes de onda.
Con base en este analisis, se concluye que los bastones exhiben un comportamiento
electrodinamico independiente de la frecuencia.

Otro modelo 6ptico de los bastones, que incluye el efecto de la ultraestructura del
segmento externo, fue propuesto por Brian Vohnsen (2014) [28]. En su investigacion
considerd a las moléculas de pigmento como una antena dipolar inducida, éstas radian
y absorben luz coherente en patrones caracteristicos definidos como la suma a través
de cada una de las capas que forman el segmento externo. La suma modela el caracter
direccional de los bastones tal cual como lo describen los experimentos psicofisiol6gi-
cos que caracterizan al efecto Stiles-Crawford. Dentro de las suposiciones hechas por
Vohnsen se encuentran: la exclusion de la reflexion total interna en las membranas
de la superficie del segmento debido al denso confinamiento de las moléculas de pig-
mento y la omisién de reflexiones ordinarias entre capas. Esto ultimo se debe a que el
indice de refraccion del segmento externo se determina mediante interferometria de
iluminacién transversal, en la cual es imposible alcanzar la resolucién necesaria para
medir la variacion dieléctrica de una sola capa de segmento externo.

Por su parte, los primeros modelos ultraestructurales de los conos, propuestos por
Pask y Snyder [23], toman como base la geometria de la Figura 16. Como puede apre-
ciarse, no se considera la estructura cénica del segmento externo. Lo importante en
esta descripcion es la diferencia de tamafio entre distintas regiones del segmento in-
terno de la célula fotorreceptora, el elipsoide y el mioide. Asi, Lakshminarayanan y
Calvo [29] analizaron las funciones de transferencia de ambos segmentos, el interno
y el externo. Stacey y Pask [23] hicieron un estudio analitico y numérico en el que
mostraron la contribucién de los conos a la agudeza visual. En 2005, Pozo et al [30] uti-
lizaron el modelo de la Figura 16 para analizar el efecto Stiles-Crawford por el método
FDTD. Las caracteristicas del cono que simularon son las siguientes:

» Mioide: longitud = 20 pm ; radio = 1.5 um; indice de refraccion = 1.353.
= Elipsoide: longitud = 20 um ; radio = 1 um; indice de refraccién = 1.392.

» Segmento Externo: longitud = 40 pm ; radio = 0.5 pm; indice de refraccion =
1.430.

Con base en estos parametros, obtuvieron patrones de intensidad asociados a dife-
rentes longitudes de onda y angulos de incidencia. Los patrones que obtuvieron tienen
gran similitud con lo observado por Enoch y Hanover [Fig.10, Fig.??].

Dentro de las descripciones mas recientes se encuentra la propuesta de Hajiaboli y
Popovic¢ (2008) [26], quienes hicieron un analisis numérico FDTD con la hipétesis de
que, bajo condiciones de incidencia oblicua, la presencia de una estructura periédica
en el segmento externo puede introducir efectos significativos. La estructura perioédica
que consideraron esta formada por 450 capas alternantes entre citoplasma y membrana.
Los parametros de la estructura que utilizaron se encuentran en la Figura 17. Como
resultado, en concordancia con el efecto Stiles-Crawford, encontraron que la potencia
de luz que se acopla al segmento externo disminuye conforme el angulo de incidencia
aumenta.
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Figura 16: Esquema del modelo de cono fotorreceptor en el que se considera la diferencia de
radios entre el elipsoide y el mioide del segmento interior. [30].
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Figura 17: Modelo de la geometria del segmento externo estudiado por Hajiaboli y Popo-
vi¢. Los parametros que usaron: L=6.75pum, D1=4.2um y D,=1.2pm. Para el cito-
plasma, T1=15nm, € citoplasma=1.85; para la membrana plegada, T2=15nm y
€r—membrana=2.22 [20].

En 2009, Pozo et. al [31], con el propésito de analizar la influencia del la ultraestruc-
tura del segmento externo en el efecto Stiles-Crawford de primera clase, combinaron
el modelo de Pask con el de Hajiaboli. El modelo del segmento externo que utiliza-
ron estd formado por 12 cilindros con didmetros decrecientes e indices de refraccion
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alternantes, entre 1.4 y 1.46 [Fig. 18]. Al igual que en su trabajo anterior, usaron el
método FDTD para hacer simulaciones de los modos de propagacién. Encontraron
que, en esta geometria, la luz se confina al centro del cono implicando una mayor
direccionalidad.

Direccidn dela g o
| Ty - g
uzx

W

Segmento Interno Segmento externo

Figura 18: Esquema del modelo de cono fotorreceptor en el que se considera la diferencia de
radios entre el elipsoide y el mioide del segmento interior, asi como la estructura pe-
ri6dica de membranas plegadas. Esta ultima descrita por 12 cilindros con diametros
en orden decreciente. [31].

1.2.4  Cuestionamientos y refutaciones

In the theoretical researches on
retinal sensitivity, too little attention
appears to have been paid to the fact
that the elementary receptors are of
the order of magnitude of a few-
wave-lengths.

G. Toraldo di Francia

Diferencias estructurales entre especies

Uno de los principales retos en el estudio de la retina es la variacién que presenta
la estructura de la misma, no s6lo entre distintos animales, sino también entre sujetos
de la misma especie. Los vertebrados tienen una retina ‘invertida’, en el sentido en
que la luz incidente tiene que atravesar varias capas de células antes de llegar a los
fotorreceptores; en contraste con la de los invertebrados, en cuya retina la luz incide
directamente en las células fotorreceptoras [32].

Una diferencia notable entre especies es la vision tricromatica, la cual sélo se pre-
senta en humanos y primates cercanos. La mayoria de los mamiferos tienen vision
dicromatica, mientras que, los pajaros y peces presentan visién tetracromatica. Esto
se ve reflejado en la estructura de los conos y bastones, por ejemplo, el bastéon de una
retina puede parecerse al cono de otra, ya que esta ultima es la mas primitiva.

En la Figura 19 pueden apreciarse las diferencias entre los conos de distintos ani-
males. Algunos animales (ranas, tortugas y halcones) tienen una gota embebida en
el elipsoide que contiene un pigmento amarillo; ésta funciona como un filtro para al-
gunas longitudes de onda. Adicionalmente, en la retina de anfibios, reptiles, pajaros
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y marsupiales existen ‘conos dobles’ [Fig. 20]; cuyo funcionamiento sigue siendo un
misterio.

Figura 19: Esquema de los conos de distintos animales: a esturién; b pez dorado; ¢ rana leo-
pardo; d tortuga mordedora; e halcén de pantano; f humano. Cada cono se divide
en d- gota de aceite; e- elipsoide; f- pediculos; I- membrana limitante externa; m-
mioide; n- nicleo; o- segmento externo; p-paraboloide. [32].

Figura 20: Esquema de los conos dobles presentes en la retina de distintos animales: a pez
holosteano; b rana leopardo; c tortuga pintada occidental; d serpiente de pasto
europea; e pez teleosteo; f tele6steos. Cada cono se divide en d- gota de aceite; c-
masa traslucida; d- gota de aceite; e- elipsoide del cono principal; e’- elipsoide del
cono secundario; f- pediculo; g- masa granular; - membrana limitante externa; m-
mioide; n- nicleo del cono principal; n’- nticleo del cono secundario; o- segmento
externo del cono principal; 0-segmento externo del cono secundario; p-paraboloide.
[32].
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La falta de resolucion: los limites de las teorias dpticas (Planteamiento del problema)

En todos los modelos 6pticos de los fotorreceptores, tanto las dimensiones como
los indices de refracciéon de los medios que los componen, son parametros determi-
nantes para los calculos teéricos. Los desafios que hay que superar para obtener estas
mediciones con precision son:

1) Las condiciones ambientales in vivo cambian considerablemente post mortem. Los
humores, vitreo y acuoso, ejercen una presiéon hidrostatica en la retina que se
pierde al momento de hacer la diseccion, esto cambia los esfuerzos internos de
las células retinales y modifica su estructura en el proceso. Ademas, todavia no
existen técnicas de visualizacién iz vivo con la resolucion suficiente como para
caracterizar la estructura de discos que forma el segmento externo de las células
fotorreceptoras. Un ejemplo claro, es la tomografia de coherencia 6ptica, como
la de la Figura 2. Aunque no se encontraron estudios que demuestren la pérdida
de estructura por el cambio de presion hidrostatica, los argumentos que llevan a
inferir esta pérdida de estructura son: la falta de barras de calibracién en muchas
imagenes como las Figuras 2 y 3, la ausencia de incertidumbres en las mediciones
reportadas en diversos estudios de las dimensiones de los fotorreceptores (Sec-
ciones 3.1.2 y 3.2.2) y las variaciones que existen entre animales de una misma
especie (Secciones 3.1.2 y 3.2.2).

2) La técnica mas utilizada para la medicion de indices de refraccion de materiales
biologicos es la interferometria por iluminacién transversal, la cual, se basa en
comparar el brillo de la célula cuando estd embebida en distintos medios. La
comparacién se hace utilizando microscopia de contraste de fase. El problema
principal con esta técnica es que no tiene la resolucion suficiente para medir la
diferencia de indices de refraccion entre el citoplasma y las membranas plegadas
del segmento externo [28].

3) En el caso del estudio de la renovacién de los discos del segmento externo, el
instrumento mas usado, es la auto-radiografia. Dicho instrumento carece de sen-
sibilidad y tiene una baja resolucién espacial. Ademas, hasta la fecha, no existen
modelos in vitro para estudiar dicho fenomeno. En la actualidad, el mecanismo
que equilibra el nimero de membranas que se generan y desechan diariamente
(manteniendo la longitud del segmento externo), es desconocido [16].

Desde otra perspectiva, el estudio del efecto de la ultraestructura en la vision se
ha visto mermado por la complejidad de las ecuaciones de Maxwell dentro de estas
geometrias. Lo anterior desemboc6 en el desarrollo de herramientas computacionales,
como se menciono anteriormente.

Hasta la fecha, hay dos fenémenos 6pticos cuyo funcionamiento permanece como
un misterio. Uno de ellos, tal vez el mas importante, es la preferencia que tienen las
células a orientarse hacia la pupila. Estudios sobre el efecto Stiles-Crawford en los que
el punto de incidencia se modifica quirtirgicamente en pacientes con cataratas, han
demostrado que el maximo de intensidad se recorre. El segundo es el papel de los
modos que no se acoplan a las células fotorreceptoras y, cuya inclusién en los modelos
tedricos, modifica las predicciones respecto al efecto Stiles-Crawford [11].

Ninguna de las descripciones fisicas presentadas hasta el momento da explicacién a
los fenémenos del parrafo anterior, ademas, todas ignoran la distribucién del pigmento
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optico dentro de los discos membranosos. Por otra parte, con base al conocimiento
que se pudo recabar para esta tesis, hasta la fecha, no existe una explicacién respecto
a las diferencias estructurales entre animales y especies.

Lo anterior, genera la siguiente pregunta de investigacion: Si el pigmento visual se
distribuye en grupos de discos con altas concentraciones separados, uno del otro, por
citoplasma ;como afecta dicha estructura a la transmision y absorcion de luz en el
segmento externo de conos y bastones?

1.3 HIPOTESIS

El segmento externo de las células fotorreceptoras de los mamiferos, in vivo, es una
estructura periddica conformada por grupos de discos densos en rodopsina separados
por citoplasma. El espacio que ocupan los grupos de discos regulares, el grosor del
citoplasma y la diferencia de indices de refracciéon en estas estructuras ocasiona que
la frecuencia de la luz transmitida dependa de la suma de reflexiones y refracciones
multiples que tienen lugar en cada una de las interfases.

1.4 OBJETIVO
1.41  Objetivo general

El objetivo de la presente investigacion es describir el segmento externo de los conos
y bastones como filtros de interferencia (cristales foténicos 1D).

1.4.2  Objetivos particulares

» A partir de la matriz de transferencia correspondiente a una estructura de capas
uniformes, calcular la transmisién de luz utilizando las dimensiones y funciones
dieléctricas asociadas a los grupos de discos membranosos y al humor vitreo de
los bastones.

» Deducir la matriz de transferencia correspondiente a una estructura de capas
con seccién transversal variable y, a partir de ésta, calcula la transmisiéon de luz
en los conos.

» Obtener micrografias de la retina de ratas albinas con el propésito de medir el
grosor de las membranas del segmento externo, asi como la conicidad de los
fotorreceptores.

1.5 METODOLOGIA

El procedimiento para probar la validez de la hipétesis anterior fue el siguiente:

1. Investigacion bibliografica. Para el modelo de matriz de transferencia es ne-
cesario conocer las funciones dieléctricas y las dimensiones, tanto de los discos
como de las capas de humor vitreo. En el capitulo 4 se sintetizan las medicio-
nes reportadas por estudios previos, asi como los resultados de alimentar a los
programas con dichos parametros.
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2. Modelo teédrico. A diferencia de los conos, el calculo de la matriz de transfe-

rencia para una estructura multicapas uniforme, como la de los bastones, se ha
hecho con anterioridad. Para calcular la transmisiéon de ondas electromagnéticas
dentro de una estructura cénica fue necesario deducir la matriz de transferen-
cia. La reproduccion del calculo de la matriz de transferencia de una estructura
multicapas uniforme, junto con la deduccién de la expresion para la estructura
conica, se encuentran en el capitulo 3 del presente trabajo.

. Programa computacional. Debido a la cantidad de discos que componen el
segmento externo de las células fotorreceptoras, es necesario utilizar recursos
computacionales para calcular la transmision de luz descrita. Se disefiaron dos
codigos fuente en lenguaje OCTAVE. El c6digo asociado a la matriz que describe
los bastones se encuentra en el apéndice A, mientras que el de los conos se
muestra en el apéndice B de la presente tesis.

. Investigacién de laboratorio. Se sacrificaron dos ratas macho de 5 meses con
el propésito de comparar y contrastar los parametros reportados por estudios
previos. Mediante la enucleacién de los cuatro ojos y la obtencién de micrografias
en el MET, fue posible hacer mediciones del grosor de las membranas, de las
capas de humor vitreo y de la conicidad de las células fotorreceptoras. En el
capitulo 4 del presente trabajo se muestran los parametros medidos y los calculos
obtenidos con estos parametros de entrada.
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Most people have stereo vision, so
why belittle that very, very important
element of our existence?

Martin Scorsese

En 1887, Lord Rayleigh publicé un analisis de las propiedades 6pticas de una estruc-
tura multicapas, i. e., estratos alternantes de material con distintos indices de refraccién
[2]. Dicho sistema actia como un espejo para ondas electromagnéticas dentro de cierto
intervalo de frecuencias, ademas, si hay defectos presentes se pueden confinar ciertos
modos de propagacién. Rayleigh analizé el problema desde dos perspectivas diferentes.
En 1917, su descripcion consisti6 en el estudio de la suma de reflexiones y refracciones
multiples que tienen lugar en cada una de las interfases mientras que, en su articulo
original, utiliz6 una forma primitiva del teorema de Bloch-Floquet!.

En 1987, Eli Yablonovitch, realizé un analisis matematico de estructuras periodi-
cas en dos y tres dimensiones con el mismo espiritu que el articulo original de Lord
Rayleigh (1887) [2]. A los materiales que tienen una funcién dieléctrica periodica, Ya-
blonovitch los llamé cristales foténicos. Sus investigaciones llamaron la atencion de
la comunidad cientifica, provocando un auge en la caracterizacion de estos materiales.
Como consecuencia, se han descubierto numerosos colores estructurales en la natu-
raleza: el mecanismo de camuflaje del camaleén [33], la iridiscencia en las alas de la
mariposa [34], los colores del caparazon del escarabajo brasilefio [35], etc. El trata-
miento matematico que utilizé facilita el estudio de las propiedades 6pticas de estos
materiales. El presente capitulo esta dedicado a la exposicion detallada de dicho for-
malismo.

2.1 CRISTALES FOTONICOS
2.1.1 Propagacion de ondas electromagnéticas en un material dieléctrico

La luz visible es una onda electromagnética que oscila en frecuencias del orden de
10*Hz. El comportamiento de las ondas electromagnéticas se describe mediante las
ecuaciones de Maxwell las cuales, en unidades del sistema internacional, se escriben
como:

El teorema de Bloch-Floquet establece que las ecuaciones diferenciales lineales con coeficientes periodicos
tienen soluciones de la forma eT**(x), donde 1(x) es una funcién periodica en x.
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2.1 CRISTALES FOTONICOS

VB = 0 , (15)

VXE+%Bt — 0, (16)
V-D = pf y 17)
oD

E y H son los vectores de campo eléctrico y campo magnético, respectivamente. D
es el vector de desplazamiento eléctrico y B es el vector de inducciéon magnética. Las
fuentes del campo electromagnético son la densidad de carga libre? p¢ y la densidad
de corriente J. En el caso de un material aislante, como el silicio o los biomateriales,
J =0y pr =0. Otras relaciones importantes son:

D = eE+P y (19)
B = wH+M . (20)

Donde €y = 8.85 x 10712 [%] es la permitividad del vacio y po = 1.25 x 10~
[%%] es la permeabilidad magnética del vacio. Cuando E se propaga por un material
induce una polarizacion eléctrica® P. Los biomateriales no son magnéticos por tanto,
la polarizacién magnética M es igual a cero.

Cuando se aplica un campo eléctrico en un material aislante, las cargas positivas del
nucleo de los atomos se desplazan en la direccién del campo y la nube electrénica en
el sentido opuesto. Las dos fuerzas que actiian sobre el atomo, la asociada al campo
eléctrico y la atracciéon coulombiana entre protones y electrones, llegan al equilibrio
trasladando un poco la carga positiva y la negativa, i. e., los atomos tienen un momento
dipolar. Al momento dipolar por unidad de volumen se le conoce como polarizacién
P, la cual produce un campo eléctrico que se superpone al externo. A los materiales
que presentan estas propiedades se les conoce como dieléctricos. En los materiales die-
léctricos e isotrépos, como los que se estudian en el presente trabajo, la polarizacion
es proporcional al campo eléctrico total (la suma del externo y el generado por la
polarizacion del material).

P =¢coxE , (21)
donde ¥ es la susceptibilidad magnética. El valor de x depende de la estructura
microscépica del material, de las condiciones externas y de la frecuencia w del campo

incidente. Al sustituir la ecuacién 21 en 19, el vector de desplazamiento eléctrico se
escribe como

D=¢E . (22)

En los materiales sometidos a un campo eléctrico hay dos tipos de densidad de carga: la inducida y la
libre. La primera se debe a la polarizacion del material y, la segunda, a todas las demas cargas, i.e.,
electrones en un conductor o iones embebidos en un material dieléctrico.

3 El momento dipolar por unidad de volumen.
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Donde € = €o(1+ %) es la permitividad del material o funcién dieléctrica. El valor
de la permitividad influye en como se propagan las ondas electromagnéticas en el
material. La velocidad a la que viajan las ondas electromagnéticas por el material es
inversamente proporcional a la permitividad, por tanto, el indice de refraccion esta
relacionado con la funcién dieléctrica de la siguiente forma:

n=+ye . (23)
2.1.2  Formalismo de los cristales fotonicos

Mediante manipulaciones sencillas de las ecuaciones rotacionales de Maxwell se
llega a la ecuacion

A w2
OH(r) = (7) H(r) (24)
donde © = V x ﬁ X es un operador hermitiano*, €(r) es la funcién dieléctrica
dependiente de la posicion y la frecuencia esta asociada al vector de onda mediante la
relacion de dispersion w = ck|/y/€. De forma un tanto somera, lo que establece esta
ecuacion es: si H(r) es un modo electromagnético, al realizar una serie de operaciones
sobre la funcion H(r), el resultado es la funcién original H(r) multiplicada por una
constante. Esta clase de ecuaciones aparecen frecuentemente en fisica, a la funcién
se le conoce como eigenfunciéon o eigenvector mientras que, a la constante, se le

denomina eigenvalor.
Por otra parte, es menester notar que un medio periédico dieléctrico es invariante
ante traslaciones de la forma R = nja; +njza; +nza3; donde nq,ny y n3 son enteros
y a1,a2 y a3 son vectores primitivos. Asi, la funcién dieléctrica satisface la condicion

e(r+R)=¢(r) . (25)

La condicion 25 hace que H(r) cumpla con las hipotesis del teorema de Bloch-
Floquet, por lo que el campo magnético puede escribirse como

H(r) = e u(r) , (26)

donde u(r) es una funcién con la misma periodicidad que el material dieléctrico.

Las condiciones peri6dicas de frontera restringen el problema de eigenvalores a un
volumen finito, lo cual induce un espectro discreto de eigenfrecuencias wn (k) de la
siguiente manera:

Considérense dos eigenfunciones Hy (r) y H(r) con eigenfrecuencias wq y w, tal
que se tiene lo siguiente

w%(HZI HI) = CZ(HZI @H1) = CZ(@HZ/ HI) = w%(HZI H1)
= (W] —w3)(Hy, Hy) =0 27)

4 Un operador es hermitiano o autoadjunto cuando es igual a su complejo conjudado.
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donde (H,,H,) = fH;H1d3r es el producto interno. Si w; # w;, entonces el
producto interno (H,, H,) = 0, en este caso se dice que H, y H, son ortogonales. Si,
por el contrario, w7 = wy, los eigenvectores son degenerados y no necesariamente
ortogonales. Sin embargo, para que esto ocurra, se necesita que dos campos magnéticos
completamente diferentes tengan la misma frecuencia, lo cual es una gran coincidencia.
Por tanto, en general, puede decirse que dos campos magnéticos diferentes no son
degenerados. Con lo anterior puede suponerse que, si se tiene un rango continuo de
eigenvalores, para un cambio infinitesimal dw existe un cambio correspondiente dH.
Empero, dado que la integral (H,0H) es arbitrariamente pequefia sobre un dominio
finito, dos modos similares H y H + dH acotados espacialmente por el teorema de
Bloch, no pueden ser ortogonales. Por ello, es razonable esperar que para cada valor
del vector de onda k exista un conjunto infinito de modos con frecuencias discretas
que pueden etiquetarse con el indice de banda n.

Los modos de propagacion en un cristal foténico son una familia de funciones conti-
nuas wn, (k). A la informacién contenida en estas funciones se le conoce como estruc-
tura fotonica de bandas. La Figura 21 es la grafica de wy, (k) asociada a tres cristales
fotonicos diferentes.

Bulto de GaAs GaAs/GaAlAs Multicopas GaAs/Air Multicapas
0.30 | 0.30 0.30 | I I
_/ n=2

0.25 0.25 025 =
g
"‘g" 0.20 0.20 020~ Brecha foténica —
.0 015 0.15 0.15
L%
=
[1]
2 010 0.10 0.10
@
(T

0.05 0.05 0.05

J l 0.00

0.00
05 025 0 025 05

Vector de onda ka/2r

0.00
£05 4025 0 025 05
Vector de onda ka/2n

£5 4025 0 025 05
Vector de onda ka/2n

Figura 21: Bandas fot6nicas asociadas a tres estructuras multicapas diferentes con parametro
de red a. De izquierda a derecha: cada capa tienes una € = 13; las capas alternan
entre € = 13y € = 12; las capas alternan entre € = 13y e = 1. [2].

En la grafica central se puede apreciar una brecha en la frecuencia entre las ramas
superior e inferior, esto quiere decir que, para frecuencias comprendidas en este rango,
no existe ningiin modo de propagaciéon dentro de la estructura. A esta brecha se le
conoce como brecha foténica y, la razén por la que ocurre, puede entenderse mejor
si se toman en consideracién las ramas que se encuentran por arriba y por debajo de
la brecha. Si a es el parametro de red’, para k = 7/a, los modos tienen una longitud
de onda de 2a. Hay dos formas en las que se pueden acomodar estas ondas dentro
de la estructura: con los nodos localizados en los estratos de menor indice de refrac-
cién o en los de mayor indice. Cualquier otra posicion violaria la ortogonalidad entre

5 El parametro de red es el grosor de la unidad que se repite periédicamente en el espacio.
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eigenvectores con distinto eigenvalor. Ademas, a partir de un principio variacional se
sabe que la rama inferior esta asociada a los nodos en la posicién con menor indice de
refraccion, i.e., la energia estd concentrada en las zonas de mayor indice, por lo que
se le conoce como banda dieléctrica; mientras que a la que esta por arriba de la bre-
cha se le conoce como banda de aire. Por tanto, la brecha aparece por las diferentes
concentraciones en la localizacién energética del campo electromagnético. Para cua-
lesquiera dos constantes dieléctricas diferentes, en un cristal foténico unidimensional,
la brecha foténica siempre aparece. Mientras el contraste entre funciones dieléctricas
sea menor, la brecha sera mas pequeia.

Para una frecuencia dada, el decir que no existen modos de propagacién dentro
de la estructura, se refiere a modos extendidos. Cuando una onda electromagnética
incide en un cristal foténico, con una frecuencia dentro de la brecha, su amplitud
decae exponencialmente dentro del cristal. Dicho de otra manera, se trata de un modo
evanescente de la forma

H(r) = e*u(z)e ** . (28)

La escala de longitud del decaimiento es 1/k, donde k es la componente imaginaria
del vector de onda.

Como puede observarse en la ecuacién 28, dependiendo del signo de k, los modos
evanescentes divergen cuando z tiende a +00; lo cual, fisicamente significa que no hay
forma de excitarlos dentro de un cristal infinito. Sin embargo, imperfecciones o bordes
dentro del cristal cuya simetria sea compatible con un modo evanescente, se pueden
excitar y confinar dichos estados dentro del material.

Las secciones siguientes describen el método que se utiliz6 en el presente trabajo
para calcular estructuras de bandas semejantes a las de la Figura 21.

2.2 REFLEXION Y TRANSMISION EN UNA INTERFAZ DIELECTRICA

\
4
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=

Figura 22: Dos medios dieléctricos adyacentes en cuya frontera incide una onda electromagné-
tica plana.



2.2 REFLEXION Y TRANSMISION EN UNA INTERFAZ DIELECTRICA

Considérense dos dieléctricos ideales adyacentes con indices de refraccién ng y ny,
respectivamente. Una onda electromagnética, plana y monocromatica, incide en la
frontera entre ellos desde la izquierda [Fig. 22]. Las componentes paralelas del campo
eléctrico E se denotan como Eg (polarizacion transversal magnética) y las perpendi-
culares como E, (polarizacion transversal eléctrica).

Los superindices representan las componentes de la onda incidente (i), de la refle-
jada (1) y de la transmitida (t). Por tanto, las expresiones para estas tres ondas son

E' = —Elsenpi+Elcospj+Erk,
E' = —Elsenyi+Elcosyj+ELk y (29)
E" = —Elsenai+ Elcosoj+ E{,f( .

Los vectores §', §' y 8" son paralelos al plano xy e indican la direccién de propaga-
cion de las ondas. Los angulos entre estos vectores y el eje x son —f3, v y o. Lo cual
implica que

§™ = cosOmi+senOnj, (30)

donde m € {i,t,1},0; = —f3,0t =y y 0, =«
Las ondas electromagnéticas son ondas transversales por lo que, tanto el campo
eléctrico E como el magnético H, son perpendiculares al vector §. La relacién entre

estos tres vectores, ec.31, se deduce a partir de la Ley de Faraday para una onda plana.’
k
H= "4« E 1e{o,1}, (31)
w
donde k| = %\/a = %nl. De esta forma, las componentes del vector H son
H' = no(E;senBi — E;cos Bj + E;lz) ,
H' = ny (E;sem/i — E;‘,cosyj +Elk) vy (32)

H = no(E;senoci—E;cosocj—l—E;f().

Las condiciones de frontera asociadas a este tipo de sistemas se basan en la conti-
nuidad de las componentes tangenciales. Con el fin de simplificar las expresiones para
dichas condiciones, es menester considerar los siguientes cambios de variable:

Eft = Ef'cosOpy, y ESt=Eo". (33)

En las ecuaciones 33, el subindice t denota la componente tangencial para ambos
estados de polarizacion: el tranversal eléctrico (TE), en el que no existe ninguna com-
ponente del campo eléctrico en la direccién de propagacién y el transversal magnético
(TM), en el que no hay componentes del campo magnético en la direccién de propa-
gacion. En el caso del campo magnético, el cambio correspondiente es

H™ = H"senOmi— H]'cos0mj+ HI'k . (34)

6 Suponiendo que la permeabilidad magnética p es igual a la unidad (Unidades de Heaviside-Lorentz).
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Ademas, en analogia con el cambio de variable hecho en 33,

pt = Hpcosbm y HE=H.

Al sustituir 33 y 34 en 32 se obtienen las siguientes expresiones:

HE=YHOEL,  HE=YYDEL,  H =-Y'(0)E],

donde
Hm HIt (modo TE)
t = >
Hglt (modo TM)
Em _ EN  (modo TM) y
"=
Eglt (modo TE)
Yy = Y (1) = nicosOm

Ygl(l) =mnysecOm

(35)

(36)

El signo en la ultima expresion se debe a que, por simetria, x = 71— 3 lo cual implica

que cosx = —cosf3.

En la literatura, a Y = 'g—tt [Ec.36] se le conoce como admitancia dptica, el cual es un

concepto tomado de problemas similares en la teoria de circuitos eléctricos.

Es importante notar que con esta nomenclatura la descripcién es mas general, pues
es innecesario suponer un tipo de polarizacién y/o un angulo de incidencia particular.

2.3 SISTEMA DE CAPAS MULTIPLES: MATRIZ DE TRANSFERENCIA

En esta seccion se estudiara un medio estratificado, i. e., un medio cuyas propiedades
Opticas permanecen constantes en planos perpendiculares a una direccion fija [36].

Y

A

no n n N1 nMm MM+

Figura 23: Sistema de M dieléctricos.
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2.3 SISTEMA DE CAPAS MULTIPLES: MATRIZ DE TRANSFERENCIA

Considérese un medio estratificado en M dieléctricos isotrépicos y homogéneos [Fig.
23]. El primer medio (ng) es semi-infinito, al igual que el ultimo (na141). Los demas
tienen un grosor d; e indice de refraccién n; (donde l = 1,2,..,1,1+1,..,M). Una
onda electromagnética plana incide desde la izquierda en un angulo ¢. En cada capa,
las amplitudes de campo eléctrico de las componentes tangenciales de la onda reflejada
y de la incidente se denotan como Ej,; y Eg 1, respectivamente.

El valor de la componente tangencial del 1-ésimo bloque, con respecto al L — 1, tiene
una fase que se deduce a partir de la diferencia de camino 6ptico entre las ondas
reflejadas en cada uno de los bloques.

Figura 24: Diferencia de camino 6ptico entre bloques adyacentes.

En el caso en el que una onda que se refleja en el punto A y una que es reflejada en
el punto C [Fig.24], la diferencia entre las distancias recorridas por la luz es

A1 = nl(m—kﬁ) —n1,1m

= 2midisec(Ppr) —ni—isen(dr—1)[2di tan()] 37)
= 2T11d1005(d)1) . (38)
La ecuacién 37 se deduce a partir de la simetria de la reflexién, AB = BC =

nydisec(dr), y de que la longitud de la hipotenusa del tridngulo ADAC puede ex-
presarse como 2ditan(¢;). La ecuacion 38 se obtiene al tomar en consideracion la
Ley de Snell, i.e, ni_jsen($i_1) = nisendy. Por tanto, la fase es

2 4
26, = %Al - %mdlcos(m) , (39)

donde, el factor 2, se debe a que la luz atraviesa dos veces la interfase. De esta forma,
la condicién de continuidad de la componente tangencial del campo eléctrico total es

Eo1—1 +E11-1 = exp(id1)Eo,1 +exp(—idy)Eq,y - (40)

La expresion, para el caso del campo magnético, se deduce de manera equivalente,
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Ho,1—1 +Hj1—1 = exp(id1)Ho,1 +exp(—id1)Hy 1 . (41)

Al sustituir 36 en 40 y resolver el sistema para Ep1—1 y E11—1 se obtienen las si-
guientes relaciones recursivas,

1 Y(l ; 1 Y(1 ;
Forr =3 |y | €ty [Ty ¢
B Y ] o, 1 Y ]
E1,1_1—2|:1—Y(1_1):|€ E0,1+2 ]+Y(1—1) e Eir. (42)

La forma matricial de las ecuaciones 42 es

Ei_1=Qi-1,1PE¢, (43)
donde
Y(1) Y(1)
1 (1+vo 11—y
Qlf1,1 = 2 1_ Y(1) 14 Y(1) y (44)
Yi—n Yi—1
161 0
Pl = (e . ) . (45)
0 e &

La ecuacion 43 representa la transformacion de las componentes tangenciales del
campo eléctrico en la capa | — 1, a las del bloque l-ésimo. La transformacion total se
obtiene al aplicar las condiciones de frontera M veces, esto es,

Eo = Q0,1P1Q1,2P2Q2,3P3...0M—1,MPMQOM,M+1 EMm41 . (46)
TM)

A TM se le conoce como la matriz caracteristica o de transferencia del sistema mul-
ticapas. En términos de los componentes de esta matriz (Ti(j )), la ecuacién 46, se

escribe de la siguiente forma:

M M

Eo0 =T1(1 )EO,M+1 +T1(2 )EI,M—H ; (47)
M M

Eio =T2(1 "Eo M1 +T2(2 )E1,M+1 : (48)

Notese que, la componente Ej a1 es igual a cero, ya que se estda considerando
incidencia desde la izquierda y, ademas, el medio asociado a np41 es semi-infinito.
Por tanto, mediante operaciones algebraicas simples, de la ecuacion 47, es facil ver
que el coeficiente de transmision esta dado por

2
T:‘EO'M“ | (49)
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2.4 MATRIZ DE TRANSFERENCIA PARA UN SISTEMA DE CAPAS CON SEC-
CION TRANSVERSAL VARIABLE

"What are you going to believe, me
or your own eyes?"

Groucho Marx

Como se mencion6 en la introduccién, el método mas utilizado para resolver las
ecuaciones de Maxwell dentro de una geometria cénica, incluyendo el caso de los
conos fotorreceptores, ha sido el método numérico de diferencias finitas en el dominio
del tiempo (FDTD). Sin embargo, el método de matriz de transferencia de un sistema
multicapas, puede extenderse al analisis de estructuras mas complejas, ademas de que
presenta ciertas ventajas ante los demas. Entre estas tltimas, una de las principales, es
que la matriz de transferencia puede aplicarse a cualquier fenémeno ondulatorio. Por
ello su uso es frecuente en diversas ramas de la fisica como, por ejemplo, la acustica,
la mecanica y la cuantica.

El fen6meno ondulatorio, mas comun, que involucra a la propagacién en un medio
de seccion transversal variable es el de los cambios de presion en los instrumentos
musicales de viento. Caussé et al. hicieron un modelo actstico de un cono truncado
en el que la transmisién se calcula mediante la matriz de transferencia de toda la
estructura. Esta se deduce a través de un cambio de coordenadas en la matriz 46 [37].
Sin embargo, debido a que el cono puede modelarse de manera continua, utilizando
una sola matriz, este calculo no se puede aplicar facilmente a las rebanadas de los
conos fotorreceptores.

Desde la perspectiva de la mecanica, Boiangiu et al. aplicaron este método en el
analisis de las vibraciones de flexion en vigas de seccion transversal variable [38]. En
su estudio, notaron que un cono puede dividirse en M cilindros rectos, cada uno de
seccion transversal constante [Fig.25]. La posicién de cada cilindro se escribe mediante
las propiedades extensivas del sistema. Esto se hace de manera explicita al escribirlas
en términos de un parametro conocido como la conicidad:

= . (50)

En la ecuacion 50, D es el diametro mayor del cono, d es diametro menor y L es
la distancia entre D y d medida de forma paralela al eje del cono. Las propiedades
extensivas, relevantes, de la flexion en barras son el area y el momento de inercia. En
el caso del electromagnetismo, la posicion de cada capa se escribe a en términos de la
conicidad.
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Figura 25: Sistema de M dieléctricos de seccién transversal variable.

Por tanto, inspirandose en el estudio de Boiangiu, la funcién dieléctrica del sistema
de rebanadas con secciéon transversal variable de la Figura 25 puede escribirse en
términos de la conicidad:

_w : ni—] 2 ) 51
€= +[1—o¢(k—1)} / b

donde w es la frecuencia de la onda, c es la velocidad de la luz, k es el nimero
de rebanada y ny es el indice de refraccion de la k-ésima capa. Con todo lo anterior,
el cono fotorreceptor se analizara casi igual que el bastén, por medio de la matriz 46.

Sélo que, para el caso cénico, se utilizara la dependencia entre la funcién dieléctrica
y el numero de capa [Ec.51].



MATRIZ DE TRANSFERENCIA DEL SEGMENTO EXTERNO
DE LAS CELULAS FOTORRECEPTORAS

En la presente tesis, el segmento externo de los bastones se describe mediante la
matriz de transferencia de un sistema de capas multiples y, el de los conos, por medio
de la matriz para un sistema de capas con seccién transversal variable. La deduccién
de ambas matrices se encuentra en el capitulo 3.

Las matrices 44 y 45, asociadas al segmento externo de los bastones, s6lo dependen
de dos parametros: el grosor de la l-ésima capa y el indice de refraccién de la misma.
El nimero de matrices involucradas en la multiplicacién de la ecuacién 46 depende
del nimero de discos y de la longitud total del segmento externo. En consecuencia, la
validez de este modelo es altamente dependiente de la confiabilidad en estos parame-
tros. La matriz que describe a los conos difiere en que, ademas de requerir los factores
antes mencionados, precisa de los didmetros de la bases menor y mayor, asi como de
la distancia entre ellas.

Debido a la importancia de las dimensiones del segmento externo, con el objetivo
de observar la geometria de los fotorreceptores, obtener medidas de los mismos y com-
pararlos con las de estudios previos, se solicit6 al bioterio de la Facultad de Ciencias
de la UNAM, un par de ratas albinas linea Wistar macho de cinco meses de edad. Pos-
teriormente, se sacrificaron y disecaron las cuatro retinas en el taller de microscopia
electronica de la misma institucién. La retina se fij6 con una solucién de glutaraldehido
al 2.% y paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos salino (PBS). El analisis de las
muestras obtenidas se hizo mediante el microscopio electrénico de transmisiéon JEOL
JEM 1010.

De la enucleacion y diseccion de los cuatro ojos sélo se pudo analizar a detalle una
muestra. Las diferencias entre las estructuras de las micrografias de la Figura 26 y las
expuestas en la Figura 5 se deben al colapso del espacio interdisco por la pérdida de
presion hidrostatica y la dificultad de obtener un corte lo suficientemente delgado, de
tal forma que, el eje completo de un cono o un cilindro esté contenido en el mismo
plano.

A partir de esta muestra se pudieron analizar las dimensiones de un bastén y cuatro
conos. Debido a la imposibilidad de obtener un cono o un bast6n completo, la forma
de distinguirlos fue por la separacion que existe entre la membrana plasmatica ciliar y
los discos individuales de los bastones. Dicha separacién no esta presente en los conos,
ya que los discos son “invaginaciones” o pliegues de las mismas membranas.
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Figura 26: Diferencias estructurales entre los conos y los bastones. El segmento externo de los
bastones estd compuesto por discos individuales sin conexién a la membrana plas-
matica ciliar. La flecha blanca muestra que no existe dicha separacion en los conos.
La fecha negra sefiala la separacion entre los discos y la membrana plasmatica de
los bastones (X 5000).



3.1 BASTONES

Los resultados de las mediciones [Tab.1, 2, 8 y 9] se compararon con los de estudios
previos. Ademas, se disefi6 un programa en lenguaje OCTAVE para calcular las gra-
ficas de transmision contra frecuencia utilizando las dimensiones mas representativas
de dicha comparacion.

Los calculos se hicieron para un modelo compuesto por grupos de discos, o0 mem-
branas separados por citoplasma. Lamentablemente, no hay estudios respecto a la
correlacion entre la funcién dieléctrica y la frecuencia de la luz incidente para nin-
guno de los materiales, por tanto, los indices de refraccién que se utilizaron fueron los
reportados en estudios realizados en el rango del visible.

Por otra parte, es importante notar que el indice de refracciéon de las membranas
cambia debido a la decoloracién de las moléculas de rodopsina del segmento externo,
para tomar esto en consideracion, los datos fisiol6gicos que se seleccionaron para los
calculos son de fotorreceptores adaptados a la obscuridad. Con base en la observacion
anterior, el indice de refraccion de las membranas y del citoplasma con los que se hicie-
ron los calculos, fueron los reportados por Liebman et al. (1974), quienes analizaron la
birrefringencia intrinseca del segmento externo de los bastones presentes en la retina
de una rana. El indice de refraccion de las membranas que se utilizé fue n,, = 1.475
y el del citoplasma fue n. = 1.365 [39].

3.1 BASTONES
311 Medidas experimentales

Por medio del software de analisis de video “Tracker 5.0.2"se midi6 el grosor de
20 membranas presentes en 5 micrografias de secciones diferentes de un mismo bas-
tén, con una magnificacién 30,000X. Con el propdsito de hacer estadistica, de cada
membrana se hicieron 10 medidas. Los datos obtenidos son los siguientes:

Promedio por membrana [nm] | Desviacion Incertidumbre 8,

Estandar DE [nm] | [nm]
18.152 2.802 0.934
20.708 1.340 0.447
22.333 2.032 0.677
18.641 1.680 0.560
19.156 1.859 0.620
21.811 2.822 0.941
20.869 3.222 0.314

Tabla 1: Promedios de las medidas del grosor de un bastén de rata albina macho; la
desviacién estandar asociada a cada promedio y la incertidumbre corres-
pondiente calculada mediante la ecuacion 52.
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Promedio por membrana [nm] | Desviacion Incertidumbre &;,,

Estandar DE [nm] | [nm]

23.191 2.942 0.981
24.642 4.716 1.572
23.148 1.765 0.588
24.625 ** 1.131 0.453
23.252 ** 0.756 1.514
19.854 1.991 0.664
21.668 1.321 0.440
24.277 2.370 0.790
23.442 1.225 0.408
21.588 2.259 0.753
21.329 1.511 0.504
21.721 1.761 0.587
20.074 1.708 0.569

Tabla 2: Continuacién de la Tabla 1. **: Estas medidas fueron sobre grupos de mem-
branas; se dividié cada medida entre el ntimero total de capas.

El nimero de medidas que se pudieron hacer no es el suficiente como para utilizar la
estadistica normal, por esto, la incertidumbre 6i,, se calculé6 por medio de la relacion
para pocos datos:

din = , (52)

donde n es el naimero de mediciones sobre la misma muestra, en todos los casos de
la Tabla 2, n = 10. De la misma manera, para las medidas sobre grupos de membranas,
la incertidumbre esta dada por

1 DEG \? DE \?
5M_¢<W_]>+(n_]> , 63

donde DEG es la desviacion estandar del grupo de membranas, n,, es el nimero

de capas que conformaban el grupo y DE es la desviacion asociada a la division entre
M.

El valor promedio del grosor de las membranas que componen el baston es 21.724
nm £ 0.864 nm. La incertidumbre del grosor se calcul6 de la siguiente forma:

5r, = \/5]2mm +62, 02 (54)

donde dr, es la incertidumbre total del grosor del disco, dprom es el promedio
de las incertidumbres de las veinte membranas, dp1g es la incertidumbre asociada al
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microscopio electrénico de transmision (0.2 nm [40]) y din es la de la ecuacién 52 con

n = 20.

3.1.2  Sintesis de medidas reportadas en la literatura

Las Tablas 3, 4 y 5 contienen las dimensiones de las distintas partes que componen
el segmento externo de diferentes animales. Tanto la longitud del segmento externo
como el numero de discos son distintos para cada uno de ellos. En general, los mas

largos se encuentran en la retina de los anfibios. El mas corto, de acuerdo con los

estudios consultados, es el de la vaca.

Estudio Region Organismo Numero Longitud [pm]
de la de discos
retina

Greeff (1900,1902) [41] | Periferia Humano — 25
Homo sapiens

Polyak (1941) [42] — Macaco — 28
Macaca mulatta

Sjostrand (1949) [43] — Cuyo 2000 17 +£ 2.3
Cavia porcellus

Wolken (1957) [43] — Vaca 400 10
Bos taurus

Wolken (1957) — Pollo 1400 35
Gallus gallus
domesticus

Wolken (1957) — Macaco 1100 22
Macaca mulatta

Wolken (1957) — Humano 1400 28
Homo sapiens

Young (1971) [42] Parafovea Humano — 35.2
Homo sapiens

Young (1971) Perifovea Humano 1100 31.2
Homo sapiens

Young (1971) Periferia Humano — 23.9
Homo sapiens

Tabla 3: Longitud del segmento externo de los bastones de distintos animales. Se incluye, a modo de
comparacion con lo anfibios, un estudio de la retina de la rana. Ninguna de las observaciones
se hizo in vive. Los instrumentos de observacion, asi como las técnicas de preparacién de
muestras, son diferentes en cada caso.
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Mus musculus

Estudio Regién de la | Organismo Numero Longitud [pm]
retina de discos

Liebman, P. A. (1974) | — Rana pipiens 2000 60

[39]

Anderson & Fisher | — Ardilla gris — 7-15

(1975) [14] Sciurus griseus

Young (1978) [18] Perifovea Pollo 600 —

Gallus gallus domesticus

Tonosaki et al. (1980) | — Vaca — 18

[44] Bos taurus

Baylor, Nunn, — Macaco 893 25

& Schnapf (1984) [42] Macaca mulatia

Guérin et al. (1986) [45] | Cuadrante Gato — 11.0-18.2
nasal Felis catus
superior

Hendrickson Periferia Humano — 40-45

& Drucker (1992) [41] | media Homo sapiens

Guérin et al. (1992) [46] | Macula Macaco — 29.2

Macaca mulaita

Pugh & Lamb (1993) | — Humano — 25

[47] Homo sapiens

Tripathi & Tripathi | — Humano 600 — 1000 40 - 60

(1998) [7] Homo sapiens

Nickell et al. (2007)[43] | — Ratén 810 23.8

Tabla 4: Continuacion de los datos de la Tabla 3

Figura 27: Diagrama de las medidas asociadas a la tabla 5. L4 representa el grosor de cada
disco, L; la separacion entre discos y Ldd a distancia entre la mitad de un disco a
la mitad del disco siguiente.
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(2007) [43]

Mus musculus

Estudio Region Organismo Grosor del Espacio Disco —
de la disco entre Disco
retina Lg [nm] discos Lgq [nm]

Li [nm]

Sjostrand  (1953) | — Cuyo 146 = 0.4 — 10- 20

[48] Cavia porcellus

Missotten (1964) | — Humano 22.5 10 32.5

[43] Homo sapiens

Cohen (1964) [43] | — Ardilla gris 13 — 22

Sciurus griseus

Gras — Vaca — — 31.2

& Bos taurus

Worthington

(1969) < [49]

Gras — Rata — — 32.5

& ratus

Worthington

(1969) ¢

Godfrey (1973) — Pollo 18-23 — 29 - 30

Gallus gallus do-
mesticus

Krebs — Vaca 9-20 6 12 -15

& Bos taurus

Kuhn (1977)

Townes-Anderson | — Conejo — 30 —

et al. (1988) [50] Sylvilagus

Sfloridanus

Pugh Perifovea | Humano — — 28

& Homo sapiens

Lamb (1993) [47]

Tripathi — Humano 22.5-24.5 21 —

& Homo sapiens

Tripathi (1998) [7]

Nickell et al | — Ratén 21+ 1 14 + 3 35

Tabla 5: Dimensiones de las distintas partes que componen la estructura de discos del segmento exterior
de los bastones. El parametro L34 representa la distancia entre la mitad de un disco a la mitad
del disco siguiente. ¢: Las distancias se midieron por medio de difraccién de rayos-X de muestras
humedas. Los demas datos se obtuvieron a través del microscopio electrénico de transmisién

utilizando multiples técnicas de preparaciéon de muestra.
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3.1.3 Comparacion

Las observaciones mas importantes respecto a los datos experimentales y los repor-
tados previamente pueden resumirse en los siguientes puntos:

1. A la mayoria de los estudios previos les hacen falta las incertidumbres asociadas
a la medida de las distintas longitudes.

2. La longitud del segmento externo varia dentro de una misma especie.

3. El orden de magnitud, tanto de la longitud interdiscos como de la intradiscos,
es de nanémetros.

Los tres puntos representan dificultades importantes para determinar los parame-
tros con la precision que se requiere en el modelo de matriz de transferencia. Parte del
conflicto consiste en que, los tres, tienen dos causantes en comun: a) El tamafio del
segmento externo depende de la regiéon de la retina que se esté estudiando asi como
de la edad del espécimen. La primera parte, como se observo durante el procedimien-
to experimental, es muy dificil de controlar; b) Durante la diseccién de la retina hay
cambios en la presion hidrostatica del tejido asi como en la actividad enzimatica del
mismo [51]. Estos cambios inducen modificaciones apreciables en la estructura de ca-
pas de conos y bastones, por tanto, las estructuras y dimensiones que se observan en
las imagenes obtenidas a través del miscroscopio electrénico de transmisiéon no son
iguales a las que se obtendrian si existiese una técnica in vivo e in situ con la resolucioén
suficiente para medir las longitudes requeridas.

Por otra parte, como se mencioné en la seccion 1.1.3, otro factor que influye en las
dimensiones del segmento externo es la fagocitosis de las células y por lo tanto hora
del dia en la que se hace la diseccion.

El punto tres es el que afecta mas al modelo foténico de fotorreceptores. Para que
una onda interactiie con un material, la distancia caracteristica del medio tiene que
ser del orden de la longitud de onda. Empero, lo anterior se soluciona considerando el
descubrimiento de grupos de discos que dividen el segmento externo (seccién 1.1.3)

3.1.4  Paquetes de discos (fagosomas)

En el modelo del presente trabajo, la celda unitaria, i. e., la unidad minima que se
repite periodicamente, esta estructurada de la siguiente forma: un bloque de grosor
dm compuesto por varias membranas; seguido de un espacio ocupado por citoplasma
cuyo tamaifo es d.. Por tanto, el tamafio de la celda (dt) puede escribirse como

dt = (ND xLg)+d;: ; (55)

donde ND es el namero de discos, L4 es el grosor de un disco y d,, = ND x L;.

La Tabla 6 resume las medidas de los paquetes de discos, o fagosomas, reportadas
en la literatura.
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Gallus gallus domes-
ticus [18]

Organismo Incremento Tiempo que tarda | Numero de discos
del SE/dia [um] en renovarse
todo el SE (dia)
Gato 1.9 6.5 —
Felis catus [19]
Raton 2.1 10.4 —
Ratus
Ardilla gris 1.6 7 30
Sciuris griseus [14]
Pollo — 9 68

Tabla 6: Razon de incremento en el segmento externo (SE) de los bastones de distintos ani-
males, por dia; tiempo que tarda en renovarse el segmento externo completo y ni-

mero de discos que son absorbidos, a la vez, por una célula del epitelio pigmentario

(fagosoma).

3.1.5 Resultados

Con base en los datos experimentales [Tab. 2] y los reportados en la literatura [Tab.

4][Tab.5][Tab.6] se contruy6 la Tabla 7. Se calculé el espectro de transmision, basandose
en los datos de la Tabla 7, para dos animales diferentes: roedor (ardilla, rata y ratén)

y pollo [Fig.28]. Ademas, como el modelo permite especular un poco respecto a la

distancia de separacion entre los grupos de discos, se calcul6 el espectro para ambos

animales con dos medidas diferentes para el espacio ocupado por citoplasma d.. La

razon por la cual se le puso la terminacién “UV” a los datos asociados a valores de d.
mas pequefios se expone en la secciéon 3.1.6. En el Apéndice B se encuentra el codigo
fuente en lenguaje OCTAVE con el cual se calcul6 el espectro de transmision.

Organismo | ND | L4 [nm] | dc[nm] | Periodos | Numero Longitud
total de del
membranas segmento

externo [pm]
Roedor 30 21 452 32 960 34.624
Roedor UV | 30 21 125 32 960 24.160
Pollo 68 20.5 846.9 23 1564 51.541
Pollo UV 68 20.5 277.6 23 1564 38.447

Tabla 7: Datos con los que se construyo la grafica de la transmisién dentro de la estructura de
bastones. ND es el nimero de discos, L4 es el grosor de un disco y d. es el espacio
entre grupos de discos ocupado por citoplasma.
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Figura 28: Transmision dentro de la estructura de bastones como funcién de la longitud de
onda incidente en nanémetros. Los datos con los que se hicieron los calculos pueden
consultarse en la Tabla 7.

3.1.6  Discusion

El instrumento que se utiliza para el estudio de los pigmentos visuales es el micro-
espectrometro. Esta técnica se basa en la medicion de la absorbancia, la cual se define
como

A =logro (?) , (56)

donde I es la intensidad de la luz transmitida por el material e I es la intensidad de
la luz incidente. Es menester notar que, la absorcién es un fenémeno fisico en el que
una onda electromagnética de determinada frecuencia excita a uno de los electrones
del material (Apéndice A), mientras que, la absorbancia s6lo contempla la razén entre
la luz incidente y la transmitida, sin considerar el mecanismo por el cual la intensidad

1 es necesario conocer

de la luz disminuye [52]. Para obtener el coeficiente de absorcion
el espesor de la muestra, el coeficiente de transmision y el de reflexion.

En la ecuacion 56 puede observarse que, la absorbancia es inversamente proporcio-
nal a la transmisién. En este tenor, los resultados expuestos en la Figura 28 son con-

gruentes con los espectros de absorbancia reportados previamente. Penn y Williams

R)

_p)2
1= %ln“f Donde t es el espesor de la muestra, T es el coeficiente de transmision y R es el

coeficiente de reflexion.
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[563], con el auxilio de un microespectrofotémetro, obtuvieron la absorbancia de los
bastones de ratas albinas [Fig.29]. La longitud de onda de maxima absorbancia, antes
de la decoloracion, es Ajsx = 488 nm. Este valor corresponde a la longitud de on-
da de minima transmisién del roedor de la Figura 28. Por otra parte, después de la
decoloracién Ay sx = 350 nm, lo cual pertenece al espectro ultravioleta y también es
congruente con la curva “Roedor UV” [Fig.28].

0.10

T — ——=

0.05p~

Absorbancia

| | \\‘"‘-/'}o— N
0.00 =
400 500 600

Longitud de onda {nm}

Figura 29: Espectro de absorbancia de los segmentos externos de bastones localizados en la
periferia de la retina de rata albina. La linea corresponde al espectro del segmento
previamente adaptado a la obscuridad. La linea discontinua del extremo izquier-
do corresponde al espectro del segmento expuesto a la luz, i.e., con el pigmento
decolorado [53].

Por otra parte, existen estudios en los que se ha observado el encogimiento o elonga-
cién del segmento externo de los fotorreceptores con el tiempo de exposicién a la luz.
A partir de las diferencias estructurales asociadas a las curvas “Roedor” y “Roedor
UV” [Tab.7] puede verse que el segmento externo, antes de ser expuesto a la luz, es
mas largo que el que tiene un maximo de absorbancia en el ultravioleta. Este resultado
en particular es congruente con la evidencia experimental Schremser y Williams [54]
quienes, mediante experimentos con ratas Sprague-Dawley, encontraron que los cam-
bios en la intensidad de la luz siempre encogen el segmento externo y la cantidad de
rodopsina de las membranas.

Por su parte, Bowmaker y Knowles [55], obtuvieron el espectro de absorbancia del
segmento externo de los bastones de pollo [Fig.30]. En este caso, previo a la decolo-
racion del pigmento, Ajysx = 506 nm, lo cual corresponde a la longitud de onda de
minima transmision de la curva “Pollo” de la Tabla 28. Asimismo, con el pigmento de-

colorado Aynsx = 387 nm, dicho valor que coincide con el minimo de la curva “Pollo
uv”.
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Figura 30: Espectro de absorbancia, obtenido mediante microespectrofotometro, de los seg-
mentos externos de bastones de pollo. La linea 1 corresponde al espectro del seg-
mento previamente adaptado a la obscuridad. La linea 2 corresponde al espectro
del segmento expuesto a la luz, i. e., con el pigmento decolorado [55].

Al igual que en el roedor, la longitud del segmento externo de “Pollo” es mayor a la
de “Pollo UV”.

Un parametro que es importante cuidar en los calculos es la longitud del segmento
externo. En la Tabla 7 puede observarse que, en todos los casos, esta se encuentra
dentro de los limites que se han medido en la periferia media del humano. Sin embargo,
por la pérdida de estructura post mortem mencionada anteriormente, podrian ser mas
largos [51]. Ademas, el que los segmentos externos sean mas largos seria congruente
con el nimero de discos reportado en los estudios de la Tabla 4. Empero, el nimero
de discos no influye en la frecuencia en la que se encuentra la brecha fotonica, s6lo
disminuye la transmisién dentro de la estructura.

El presente modelo del baston fotorreceptor aparte de ser congruente con las me-
didas de maxima absorbancia, expone el pigmento a la luz incidente de una forma
mas eficiente ya que, si se considera a las moléculas de rodopsina como defectos en la
estructura foténica, la longitud de onda que absorben se puede confinar en los grupos
de discos que contienen a la rodopsina. El confinamiento de estas longitudes de onda
en las capas que contienen el pigmento visual ocasiona que dicha absorcion sea la
mas 6ptima. Ademas, la distribucion del pigmento en grupos que dividen el pigmento
visual en 10 secciones, es congruente con los estudios realizados por Hsu ez al. [16].

Por otra parte, en experimentos conductuales realizados en condiciones de baja ilu-
minacioén, se ha demostrado que el ser humano no puede distinguir entre los espectros
de dos fuentes diferentes. En dichas condiciones, sélo se perciben las diferencias en
la intensidad de las fuentes [56]. Esto llevé a W. Rushton a la conclusiéon de que el
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pigmento visual no guarda informacién respecto a la longitud de onda del fot6n inci-
dente, solo de la razén en la que son absorbidos y, por tanto, de la intensidad de la
onda incidente (principio de univarianza). Esto no quiere decir que el pigmento pue-
da ser excitado por fotones con cualquier longitud de onda, sino que en caso de ser
excitado, la cadena de reacciones quimicas (Apéndice A) es la misma. La probabili-
dad que tiene un fotén, con una longitud de onda determinada, de ser absorbido esta
dada por la seccion transversal de absorcion?. Wandell ez al. encontraron la relacion
entre la absorcion de la rodopsina y la intensidad de la fuente, para tres longitudes de
onda diferentes 31. Lo anterior puede explicarse con el presente modelo de los basto-
nes ya que, de acuerdo con lo mostrado en la seccion 2.1.2, para frecuencias menores
(longitudes de onda mayores) a las de la brecha foténica la energia de la onda esta
concentrada en las capas con alto indice de refraccion, i.e., en los grupos de discos
membranosos con pigmento y, por tanto, tiene mayor probabilidad de ser absorbida;
esto corresponde a la grafica de la longitud de onda de 580 nm en la FIgura 31. Mien-
tras que, para frecuencias mas altas (longitudes de onda menores), los estados de Bloch
se concentran en las regiones con indice de refraccién menor (el citoplasma) y, por
tanto, tiene una menor probabilidad de ser absorbida; como se muestra en la Figura
31 en la grafica asociada a la longitud de onda de 420 nm.

—

A :420nm A :520nm A : 580nm

m = 0.096 m =0.93 ..~ m=0.121

Intensidad de
la luz transmitida

0 1 O 1 0 1
Luz de la fuente

o

Figura 31: Medidas de la dependencia entre la absorcion del pigmento de los bastones fotorre-
ceptores y la longitud de onda del foton incidente. El eje horizontal es la intensidad
de la fuente de luz, sin muestra, y el eje vertical es la intensidad de la luz transmitida
a través de la muestra. La pendiente de cada recta representa la fraccion de fotones
absorbidos. A es la longitud de onda de la fuenta y m es la pendiente de la recta.
[56]

3.2 coNos
3.21 Medidas experimentales

El método para preparar las muestras imposibilité que se guardara un registro res-
pecto a la zona de la retina que se observd, asi es imposible distinguir qué tipo de
cono se esta estudiando. A pesar de ello, siguiendo un procedimiento similar al de los

2 0 = «/N. Donde 0 es la seccion transversal de absorcion, « es el coeficiente de absorcion y N es la
densidad de atomos por unidad de volumen.
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bastones, se midi6 el espesor de 20 membranas presentes en el segmento externo de
cuatro conos diferentes [Tab.8].

Promedio por membrana [nm] | Desviacion Incertidumbre &5,

Estandar DE [nm] | [nm]
21.387 2.095 0.698
19.808 3.071 1.024
21.025 2.604 0.868
20.200 2.788 0.929
21.792 3.389 1.130
20.496 1.012 0.337
18.320 1.589 0.530
20.414 2.861 0.954
20.682 1.987 0.662
19.449 1.401 0.467
16.600 2.002 0.667
16.694 2.352 0.784
17.931 2.154 0.718
22.076 2.465 0.822
19.984 1.709 0.570
18.217 2.519 0.840
17.805 1.478 0.493
22.314 2.145 0.715
21.028 1.585 0.528
21.165 2.114 0.704

Tabla 8: Promedios de las medidas del grosor de los discos de cuatro conos de
rata albina macho; la desviacién estandar asociada a cada promedio y la
incertidumbre correspondiente calculada mediante la ecuacién 52.

Diametro mayor [£0.2 nm] | Diametro menor | Longitud total | Conicidad « [+ 0.6]
[£0.2 nm] [£0.2 nm]
976 625 2345 0.150
1041 622 1233 0.340
1434 784 2084 0.312
1452 888 908 0.622

Tabla 9: Conicidad de cuatro conos de rata albina macho, calculada mediante la ecuacion 50. La
incertidumbre asociada es la correspondiente al microscopio electrénico de transmision
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Para los conos, el espacio ocupado por citoplasma, en promedio, es de 19.869 nm +
0.848 nm. El orden de magnitud del valor obtenido es el adecuado, no obstante, este
resultado no puede compararse con los de estudios anteriores debido a las variaciones
que existen entre los mismos.

La falta de una estructura conica completa y la cantidad de micrografias obtenidas
de estas dificultan la obtencién de un dato estadistico de la conicidad. Con el propésito
de comparar con los datos de la Tabla 13, se midieron los didmetros mayores y menores
de secciones aproximadamente paralelas de los conos y la distancia entre estas, al
tratarse de una propiedad intensiva, la conicidad no cambiara para la longitud real
del cono. Al no contar con un promedio estadistico, la inica incertidumbre asociada
a estas medidas es la correspondiente al microscopio electrénico de transmisioén. En la
Tabla 9 se exhiben los resultados de estos calculos, los cuales, varian en un orden de
magnitud con la mayoria de los reportados en los estudios de la Tabla 13. La diferencia
estd asociada a la pérdida de estructura interna en el momento de la diseccién y a la
region de la retina en la que se encuentran, la cual no esta reportada en ninguno de
los dos casos.

3.2.2  Sintesis de medidas reportadas en la literatura

Estudio Region Organismo Groso del Espacio
de la discolL4 [nm] entre
retina discos

Li [nm]

Tripathi — Humano 3.5 16.5

& Homo sapiens

Tripathi (1998) [7]

Dowling  (1965) | Fovea Macaco 40 14y 18

[67] Macaca mulatia

Mason (1973) [58] | — Vaca 22.5 —

Bos taurus

Carter-Dawson — Raton 16.8 = 04 11.0 £ 0.6

& Lavail (1979) Mus musculus

[59]

Tabla 10: Dimensiones de las distintas partes que componen la estructura de discos del
segmento externo de los conos. Los datos se obtuvieron a través del microsco-
pio electronico de transmision utilizando multiples técnicas de preparaciéon de
muestra.

La cantidad de estudios estructurales de los conos fotorreceptores es mucho menor
a la que existe sobre los bastones. Los datos que se pudieron recopilar de las medidas
obtenidas a través del microscopio electrénico de transmisién pueden consultarse en
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las Tablas 10, 11, 13,12 y 14. Los estudios consultados no especifican las medidas de

los conos tipo S aunque, probablemente, estén incluidas en los analisis de la fovea en

los que no lograron caracterizar el tipo de fotorreceptor.

(1986)

Homo sapiens

Estudio Region Organismo Numero Longitud [pm]
de la retina de discos
Polyak (1941) [42] Fovea Humano — 35y 43
Homo sapiens
Polyak (1941) Fovea Macaco — 46, 64 y 67
Macaca mulatta
Dowling (1965) [57] Fovea Macaco — 40
Macaca mulatta
Borwein et al. (1980) Fovea Macaco 1200 30 — 40
Macaca mulatta
Neumann [42] Fovea Macaco — 45
Macaca mulatta
Neumann Fovea Mono cola de | — 54
cerdo Macaca
nemestrina
Schultze (1866,1872) | Fovea Humano — 36
[42] [41] M & L) Homo sapiens
Greef (1900, 1902) [42] | Fovea Humano — 38
[41] M & L) Homo sapiens
Greef (1900, 1902) [41] | Macula Humano — 22
M & L) Homo sapiens
Greef (1900, 1902) [41] | Periferia Humano — 6.5 -13
M & L) Homo sapiens
Mason (1973) [58] — Vaca 100 — 120 3-4
Bos taurus
Yodelis & Hendrickson | Fovea Humano — 41 -63
(1986) [41] Homo sapiens
Yodelis & Hendrickson | Macula Humano — 25 — 45

Tabla 11: Longitud del segmento exterior de los conos de distintos animales. Se incluye, a modo

de comparacion con lo anfibios, un estudio del necturo. Ninguna de las observaciones se
hizo in vive. Los instrumentos de observacién, asi como las técnicas de preparacion de
muestras, son diferentes en cada caso.

La diferencia mas evidente entre las dimensiones de los conos y los bastones es el

grosor de los discos [Tab.10]. En el humano L4 es mucho menor en los conos (3.5

nm) que en de los bastones (22.5 nm — 24.5 nm). Sin embargo, al igual que en el caso



anterior, estas medidas no son precisas debido a los cambios estructurales asoaciados a
la pérdida de presion hidrostatica y a la pérdida de actividad enzimatica [51]. Ademas,
no existen datos experimentales publicados de la distancia comprendida entre la mitad

de un disco a la mitad del otro (Lgq).

3.2 CONOS

Estudio Region Organismo Numero Longitud
de la retina de discos [pm]
Hendrickson & Druc- | Parafovea Humano — 28
ker (1992) [41] (M & L) Homo sapiens
Hendrickson & Druc- | Periferia Humano — 20 — 23
ker (1992) media Homo sapiens
(M &L)
Stockman ef al. (1993) | Fovea Humano — 27y 33
[42] Homo sapiens
Tripathi & Tripathi | — Humano 1000 — 1200 | 40
(1998) [7] Homo sapiens (periferia)
80
(fovea)
Fischer et al. (1983) | Cuadrante Gato 215 6.2
[19] temporal Felis catus
superior
Tabor et al. (1982) [19] | — Ardilla gris — 7
Sciuris griseus
Young (1978) [18] Fovea Pollo 860 —
Gallus gallus do-
mesticus
Yamada (1969) [41] Fovea Humano — 45
Homo sapiens
Anderson — Ardilla gris — 7-10
& Fischer (1975) [14] Sciuris griseus
Malachowski  (1978) | — Necturo — 24
[60] Necturus macu-
losus
Carter-Dawson — Raton 505 134 +
& Lavail (1979) [59] Ratus 0.7

Tabla 12: Continuacién de la Tabla 11. Longitud del segmento exterior de los conos de dis-
tintos animales. Se incluye, a modo de comparacién con lo anfibios, un estudio del
necturo. Ninguna de las observaciones se hizo in vive. Los instrumentos de obser-
vacion, asi como las técnicas de preparacion de muestras, son diferentes en cada

caso.
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Otra disimilitud, entre el calculo de la transmisién dentro de la estructura cilindrica
y la conica, es la dependencia que tiene la matriz de transferencia del cono con las

dimensiones de las bases menor y mayor del mismo. Las dimensiones de las bases

de los conos fotorreceptores de distintos animales se encuentran en la Tabla 13. La

ultima columna representa la conicidad calculada, mediante la ecuacién 50, con base

en esos datos y la longitud del segmento exterior de las Tablas 11 y 12. Para el calculo

de la conicidad del humano, en la zona correspondiente a la Ora serrata, se utilizé el
promedio del intervalo reportado para los conos M y L de la periferia [41]. Asimismo,
para los de la zona lejos de la fovea del humano se usé el promedio del intervalo

reportado para la periferia media [41].

Estudio Region Organismo Diametro Diametro [od

de la mayor (D) | menor (d)

retina [Lm] [um]
Anderson — Ardilla gris 2 1.5 ﬁ ~ 0.071
&  Fischer Sciuris griseus
(1975) [14]
Tripathi Ora serrata | Humano 1.5 1 % ~ 0.053
& Homo sapiens
Tripathi
(1998) [7]
Tripathi Lejos Humano 6 1.5 % ~ 0.209
& de la fovea | Homo sapiens
Tripathi
(1998) [7]
Dowling Fovea Macaco 25-3 1.5 ;—2 ~ 0.031
(1965) [57] Macaca mulatta
Malachowski| — Necturo 15 9 1‘—4 ~ 0.250
(1978) [60] Necturus macu-

losus

Carter- — Ratén 12+£0.03 | 08004 | & ~0.030
Dawson Ratus
&
Lavail
(1979) [59]

Tabla 13: Calculo de la conicidad para distintos animales junto con los datos que se necesitan de
acuerdo a la ecuacién 50: didmetro de la base (mayor) del segmento externo del cono D
y diametro de la punta (menor) del cono fotorreceptor. La longitud del segmento externo
asociada se encuentra en las Tablas 11 y 12.



3.2 CONOS

Organismo Incremento Tiempo que tarda | Numero de discos

del SE/dia [um] en renovarse

todo el SE (dia)

Gato [19] 113 5.5 52
Felis catus
Ardilla gris [19] 2.4 5 —
Sciuris griseus
Pollo [18] — 23 37
Gallus gallus domes-
ticus
Humano [61] 2.2-2.7,3.6,y 2.6 — 40
Homo sapiens

Tabla 14: Razén de incremento en el segmento externo (SE) de los conos de distintos ani-
males, por dia; tiempo que tarda en renovarse el segmento externo completo y
numero de discos que son absorbidos, a la vez, por una célula del epitelio pigmen-
tado (fagosoma).

3.2.3  Paquetes de discos (fagosomas)

De la misma forma que los bastones, las invaginaciones de la pared celular de los
conos pasan por un proceso de fagocitosis en grupos. La Tabla 14 exhibe los datos
de los estudios que existen, hasta la fecha, al respecto. Por tanto, también se puede
especular respecto a las dimensiones del espacio que separa a un grupo de discos del
otro L; y respecto a Lg, el grosor de los plegamientos de la membrana del segmento
externo de los conos.

3.2.4 Resultados

La Figura 32 muestra los calculos hechos con los datos de la Tabla 15. Dicha Tabla
se construy6 con base a la sintesis expuesta en la seccion 3.2.2.

Tipo de cono | ND | L4 [nm] | dc[nm] | Periodos | Numero Longitud
total de del
membranas | segmento

externo [um]
Azul (S) 30 3.5 801 6 240 5.646
Verde (M) 30 3.5 1075 6 240 7.290
Rojo (L) 30 3.5 1125 6 240 7.590

Tabla 15: Datos con los que se construyé la grafica de la transmision dentro de la estructura
de conos de la retina humana [Fig.32]. ND es el namero de discos, Lg es el grosor
de los discos y d. es el espacio entre discos ocupado por citoplasma.
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Tipo de cono | ND | L4 [nm] | dc[nm] | Periodos | Numero Longitud o
total de del
membranas | segmento
externo [pm]
360 nm (UV) | 30 16.8 209 8 240 5.704 0.071
506 nm 30 16.8 1649 5 150 10.765 0.071
510 nm 30 16.8 1670 5 150 10.870 0.03

Tabla 16: Datos con los que se construy6 la grafica de la transmision dentro de la estructura de conos
presentes en la retina de roedores [Fig.33]. ND es el namero de discos, L4 es el grosor de los

discos y d. es el espacio entre discos ocupado por citoplasma.

Todos los parametros que se utilizaron para calcular la transmision de la Figura 33
se encuentran en la Tabla 16. El valor de L4 es el reportado por Carter-Dawson para
el raton [Tab.10].

1
0.8
3 0.6
g
= 0.4 7
0.2¢ ——Cono S (azul)
Cono M (verde)
——Cono L (rojo)
O T —

400 500 600 700
Longitud de onda [nm]
Figura 32: Transmision dentro de la estructura de conos de la retina humana como funcién de

la frecuencia de la onda incidente en terahertz. Los datos con los que se hicieron
los calculos pueden consultarse en la Tabla 15.



3.2 CONOS

S
o)

Transmision
=
g

0.2
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—506 nm
510 nm (verde)
—360 nm (UV)

400 500 600 700
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Figura 33: Transmision dentro de la estructura de conos de la retina de roedores como funcion
de la longitud de onda incidente en nanémetros. Los datos con los que se hicieron
los célculos pueden consultarse en la Tabla 16.

Todos los parametros que se utilizaron para calcular la transmisién de la Figura 33
se encuentran en la Tabla 16. El valor de L4 es el reportado por Carter-Dawson para
el raton [Tab.10].

3.2.5 Discusion

El calculo de la transmision dentro de los tres tipos de cono que se encuentran en la
retina humana se hizo con base en la absorbancia medida por Bowmaker y Dartnall [62].
Ellos encontraron que la longitud de onda de maxima absorbancia de los conos tipo
L (“long-wave cones”) es 562 + 4.7 nm; la de los conos tipo M (“middle-wave cones”)
es 533.8 = 3.7 nm y la de los tipo S es 420.2 +4.7 nm. Estos valores corresponden a
los de minima transmisién del “Cono S”, el “Cono M” y el “Cono L” de la Figura 32.

Las dimensiones resultantes son congruentes con las reportadas por Greef para los
conos M y L de la periferia [Tab.??] lo cual es de esperarse, debido a que la conicidad
se calculé con los datos de la regién conocida como Ora Serrata. Ademas, en concor-
dancia con los estudios, las longitudes de los segmentos externos de los conos My L
son muy parecidas entre si. Lamentablemente, se tienen muy pocas medidas del nu-
mero de membranas que componen cada uno de los conos, sin embargo, ocurre algo
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similar al resultado obtenido para los bastones. La diferencia radica en que, al aumen-
tar los periodos que componen el segmento externo de los conos, no sélo disminuye
la transmisién sino que también se incrementa el ancho de la brecha.

Son pocos los organismos para los que se pudieron recopilar las medidas de la
cantidad de membranas que componen un fagosoma. Ademas, la gran diferencia entre
el grosor de los discos que conforman a los conos y los de los bastones impide inferir
este dato a partir de las Tablas 10 y 14. Por ello, para calcular la transmisién dentro de
los fotorreceptores del roedor se utiliz6 como argumento el que Anderson y Fischer [14]
observaran que el proceso de fagocitosis de los conos es semejante al de los bastones, a
pesar de no haber especificado el nimero de membranas en los fagosomas provenientes
de los conos.

Estudios previos respecto a la absorbancia de los conos en los roedores han revelado
que, al igual que los humanos, estan provistos de tres tipos de estructuras cénicas. En
el hamster existe un fotorreceptor cuya longitud de onda de maxima absorbancia se
encuentra dentro del intervalo que va de los 500 nm a los 506 nm [63]. De la misma
manera, mediante estudios conductuales y electroretinogramas, se han identificado
otros dos tipos de cono: uno con un maximo de absorbancia en el verde (5610 nm) y otro
sensible al ultravioleta (360 nm) [63]. Las minimas longitudes de onda de transmision
de las graficas de la Figura 33 corresponden a estos valores. La conicidad que se
utilizé para el cono sensible al ultravioleta es diferente a la de los otros, hecho que
puede implicar que se encuentran en distintas regiones de la retina, sin embargo, no
existen estudios que lo confirmen.

Al igual que en el caso de los bastones, el modelo del cono, aparte de ser congruente
con las medidas de maxima absorbancia, expone el pigmento a la luz incidente de una
forma mas eficiente.

El cédigo en lenguaje OCTAVE que se disefi6 para construir la grafica de transmision
en los conos del humano se encuentra en el Apéndice C, por simplicidad no se incluye
el de los conos de roedor ya que el codigo es completamente analogo.



CONCLUSIONES

Si se considera el segmento externo de los fotorreceptores como una estructura pe-
ridica compuesta por grupos de discos membranosos (zonas con alta concentracion
de pigmento) separados por citoplasma, estos se comportan como un filtro 6ptico
(cristal fotonico unidimensional). La energia se distribuye de diferentes formas depen-
diendo de la longitud de la onda incidente. Dicho comportamiento concentra la luz,
eficientemente, en la regiones con pigmento visual. El espectro de transmisién calcula-
do con dicho modelo es congruente con las medidas de absorbancia reportadas en la
literatura.

La importancia de la validez del modelo radica en la explicacién de los siguientes
fenémenos:

1. Las diferentes geometrias que adquieren los segmentos externos en los fotorre-
ceptores del reino animal (seccién 1.2.4).

2. La omnidireccionalidad de los conos y bastones tal como se explica en el efecto
Stiles-Crawford (seccién 1.2.1).

Las diferencias estructurales en los fotorreceptores del reino animal estarian aso-
ciadas a la apreciacion de distintos colores, de tal forma que se podrian predecir las
longitudes de onda que perciben ciertos animales.

La omnidireccionalidad es una consecuencia del comportamiento como guia de on-
da de los fotorreceptores. Dicho comportamiento se conserva en el modelo de estruc-
tura periodica.

Ademas de estos dos puntos, el presente modelo funcionaria para inferir el tamafio
de las células iz vivo mediante el conocimiento de la percepciéon de determinadas
longitudes de onda.

41 APORTES DEL PRESENTE TRABAJO

Las diferencias entre los modelos descritos en este capitulo y la descripcién propues-
ta en el presente trabajo son:

1. Deduccién de la matriz de transferencia de una geometria cénica.

2. Disefio de dos programas computacionales en lenguaje OCTAVE para el calculo
de la transmision de la luz en ambos fotorreceptores con el método de matriz de
transferencia, el cual requiere menos recursos computacionales que el método
FDTD o similares.

3. Con base en la literatura, especular respecto al grosor de la capa de citoplasma
in vivo para los calculos del espectro de transmision de luz en ambos fotorrecep-
tores.
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4. El modelo del segmento externo que se propone en esta tesis consiste en grupos
de discos ‘membranosos” separados por citoplasma. Dichos grupos son consis-
tentes con los estudios que se han realizado respecto a la fagocitosis de las células
fotorreceptoras. Respaldado por el hecho de que en observaciones realizadas con
microscopios 6pticos también se observa una periodicidad estructural, con pe-
riodos que corresponden a las dimensiones del paquete de discos regenerados y
fagocitados en mamiferos.

El tratamiento de estructuras multicapas desde la perspectiva de la matriz de trans-
ferencia permite expresar los resultados en una estructura de bandas de frecuencias.
Como se mencion¢ en la seccién 2.1, dicho formalismo, ha inducido el descubrimiento
de nuevos fenomenos 6pticos como la reflectividad omnidireccional.

Las propiedades 6pticas del modelo del punto cuatro hacen mas eficiente el guiado
de ciertas longitudes de onda, permitiendo que se transmitan por el material s6lo
aquellas que son necesarias para la vision. Ademas, con esta descripcion, podrian
explicarse las diferencias estructurales entre los fotorreceptores de las distintas partes
de la retina, asi como, los distintos tipo de células fotorreceptoras que existen en el
reino animal.

Este trabajo, hasta donde se sabe, es el primero que estudia la 6ptica de los grupos de
membranas que se han observado en la fagocitosis del segmento externo y los estudios
que demuestran que dichas estructuras se conservan iz vivo.

4.2 TRABAJO FUTURO

En principio, hace falta hacer un analisis experimental exhaustivo de la retina en
el que se tenga un control de las distintas regiones de la misma, asi como de los
ciclos circadianos de los animales que se estan estudiando. Ademas, seria adecuado
hacer un estudio elipsométrico para determinar con mayor precision las permitividades
correspondientes al citoplasma y a las membranas del segmento externo.

Otro complemento importante seria acoplar la descripcion de los pigmentos visuales
descubiertos mediante el analisis de las moléculas de pigmento visual como defectos
dentro de la estructura foténica, los cuales tienen la simetria necesaria para confinar
ciertas longitudes de onda y asi hacer mas eficiente el mecanismo de transduccion.

Por otra parte, se han observado otras estructuras periédicas en la retina: el mosaico
de fotorreceptores [Fig.6] y la distribucién de la rodopsina en cada membrana [64]. En
consecuencia, dentro del trabajo futuro, se encuentra el modelo de la retina como un
cristal foténico en tres dimensiones.



APENDICE A: MODELO BIOQUIMICO DE LAS MEMBRANAS

The individualists stare into each
other’s eyes and yet deny each
other’s existence. We walk in circles,
so limited by our own anxieties that
we can no longer distinguish between
true and false, between the gangster’s
whim and the purest ideal.

Ingmar Bergman

Uno de los eventos mas importantes en la historia de la biologia es la invenciéon
del microscopio acromatico compuesto (1830) [65]. Este aparato tuvo una gran popu-
laridad entre la comunidad de fisi6logos y anatomistas de la época, ocasionando que
los fabricantes de microscopios perfeccionaran el sistema hasta alcanzar resoluciones
cercanas a los 0.7 um [65]. El acceso a estas escalas permiti6 el estudio de muchas es-
tructuras biologicas: los huesos, el movimiento ciliar, las fibras musculares, entre otros.
Dentro de estas investigaciones, los pioneros en el estudio de la estructura de los foto-
rreceptores fueron August David Krohn (1840) y Heinrich Miiller (1851) [1], quienes
notaron la presencia de un tono rojizo en los bastones de ranas y calamares. En 1866,
el director del Instituto Anatomico de Bonn (Alemania), Max Schultze se dedicé a des-
cribir la estructura de las células fotorreceptoras mediante estudios histologicos. Sus
descubrimientos pueden resumirse en los siguientes puntos [1]:

1. Los bastones son mas largos que los conos. El segmento exterior de los bastones
y los conos es de forma cilindrica y coénica, respectivamente, como sus nombres
lo indican.

2. La terminal de los segmentos internos de los conos es mas gruesa que la de los
bastones y se divide en varias fibras delgadas.

3. Los conos de las especies diurnas de pajaros poseen globulos amarillos, rojos y
transparentes que refractan la luz a manera de filtro. Estos globulos se localizan
entre el segmento interno y el externo.

4. Muchas especies diurnas poseen retinas que s6lo contienen conos, de la misma
forma que, varias especies nocturnas poseen retinas que unicamente contienen
bastones.

5. La fovea de humanos, simios y halcones esta poblada, inicamente, por conos.

Basandose en los puntos 4 y 5, Schultze lleg6 a la conclusiéon que so6lo los conos
estan involucrados en la visién a color!. Al investigar la retina de mamiferos y peces no

1 Al modelo que considera que los conos se dedican a la parte cromatica de la visién, y los bastones a la
acromatica, se le conoce como teoria de la duplicidad
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encontré evidencias morfolégicas que sustentaran la teoria tricromatica, i.e., la retina
contiene un tipo de cono. Sin embargo, al observar las terminaciones nerviosas, se dio
cuenta que los conos tienen varias fibras que los conectan con el segmento interno,
mientras que los bastones solo tienen una. Lo anterior lo llevé a deducir que las fibras
son capaces de reaccionar de distinta forma cuando se les excita con luz de diferentes
colores.

En la segunda mitad del siglo XIX, ya era bien sabido que los receptores transfor-
man energia luminosa en energia ‘nerviosa’. Lo que se desconocia era el mecanismo
mediante el cual se lleva a cabo dicha transformacién. La seccién 7.1 esta dedicada a
explicar dicho mecanismo.

Franz Boll (1876) [1] intent6 observar el color rojo de los bastones previamente des-
crito. Sin embargo, después de sacrificar a mas de media docena de ranas, no logré
reproducir las observaciones hechas por Kohn y Miiller. Meses mas tarde, descubrié
que los bastones se decoloran al estar expuestos a la luz del dia y vuelven a adquirir un
color rojizo en la obscuridad. Asimismo, descubrié que, el color rojo, esta situado en
el segmento externo de los bastones. En 1870, publicé un articulo en el que describe la
respuesta de los bastones a distintas longitudes de onda. Dentro de sus observaciones,
destaca el que las longitudes de onda cortas son las que mas decoloran el segmento
externo, caracteristica que lo llevo a concluir que, la luz, es absorbida por una subs-
tancia fotoquimica de la retina, i.e., un pigmento. Ademas, encontré que el epitelio
pigmentado contiene gotas doradas de aceite, las cuales, se disuelven al ser expuestas
a la luz durante periodos largos.

El fisilogo aleman Wilhelm Kiihne (1879) [1] se dedicé a estudiar, in extenso el
pigmento observado por Boll, al cual, hoy en dia, se le conoce como rodopsina. El,
al observar la retina de humanos, no encontré ninguna coloracién en la zona de la
fovea. Lo mismo ocurri6 en especies cuya retina estd completamente ocupada por
conos, por ejemplo, la de las serpientes. Ademas, encontré que los animales cuyas
retinas s6lo contienen bastones, como la de los conejos, pueden ver incluso cuando
el pigmento estd completamente decolorado. Este ltimo hecho lo llevo al estudio de
la transformacién por la que pasa la rodopsina dentro de los bastones. En ellos noto
que primero se descompone en otro pigmento al que llamé amarillo visual, después, en
otro: el blanco visual. Con base en estos descubrimientos, definié y marcé las diferencias
entre fotopigmentos y fotoproductos. Asimismo, hizo conjeturas respecto al papel de
los fotoproductos, modelandolos como los responsables de la actividad neuronal en la
retina.

Selig Hecht (1921) [1], desarroll6 una teoria fotoquimica en torno a la adaptabilidad
de los fotorreceptores bajo distintas condiciones de intensidad luminosa. E1 modelo
de Hecht puede resumirse de la siguiente forma: la luz, en el momento en el que
incide en la retina, actia en una substancia fotosensible S. Esta se descompone en
dos substancias precursoras, P y A. Por tanto, la sensibilidad del ojo depende de la
concentracion de las substancias precursoras.

El conocimiento de la quimica del pigmento visual que se tiene hoy en dia es gracias
a los estudios hechos por Georde Wald (1933). El descubrimiento de vitamina A en la
retina confirmo la naturaleza carotenoide? de la rodopsina e hizo acreedores al premio
nobel a Wald, Granit y Hartline en 1967.

2 Pigmento amarillo anaranjado que se encuentra en ciertas células vegetalel.
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Todas las células nerviosas tienen un potencial de reposo: el interior de la célula tiene
una mayor densidad de iones negativos que el exterior. En las células fotorreceptoras,

3

la diferencia de potencial de reposo es de -40 mV [66]. Los iones positivos® mas abun-

dantes en las células nerviosas son los de sodio (Na™) y los de potasio (K™). Los iones

negativos4

son los de cloruro (Cl™) y aniones organicos (como los de las proteinas y
aminoacidos). En la mayoria de las células, el interior tiene una mayor concentracioén
de iones K y aniones orgéanicos, mientras que el exterior tiene una mayor concentra-
cién de iones Na™ y Cl™. Los iones no pueden atravesar la membrana celular en las
regiones en las que ésta se encuentra poblada por liquidos hidrofébicos. Sin embargo,
existen canales de proteina especializados, a manera de tuneles hidrofilicos, por los
que los iones pueden cruzarse de un lado a otro de la membrana, modificando las con-
centraciones en el proceso y, por tanto, el potencial. Algunos canales estan abiertos
en células en reposo, otros se cierran en el reposo y so6lo se abren en respuesta a una
sefial. Algunos s6lo permiten el paso a un tipo especifico de ion mientras que otros
permiten el paso de varios tipos de iones.

Todas las sefales eléctricas generadas en las células nerviosas se superponen al
potencial de reposo, i.e., algunas sefales despolarizan a la membrana celular, ocasio-
nando que el potencial de la membrana sea mas positivo que el de reposo; otras la
hiperpolarizan, volviéndolo mas negativo.

Se le conoce como potencial de equilibrio a la diferencia de potencial que equilibra
la concentracién de un ion especifico en ambos lados de la membrana. En una célula
permeable a un sélo tipo de i6n, el potencial de reposo sera igual al potencial de equili-
brio de ese i6n. En el caso de los fotorreceptores, como se mencioné anteriormente, el
potencial de reposo es de -40 mV, el cual es mas positivo que el potencial de equilibrio
del potasio (-80 mV) [66].

Las células nerviosas sélo utilizan dos tipos de sefiales eléctricas: potenciales gradua-
dos, los cuales son generados por estimulos fisicos, como la luz en un fotorreceptor; y
potenciales de accién (también conocidos como impulsos nerviosos), los cuales tienen
lugar cuando los potenciales graduados son lo suficientemente grandes como para des-
polarizar a la membrana celular mas alla de un limite critico. Una vez que se inicia un
potencial de accién se puede propagar rapidamente por largas distancias.

La absorcion de un fotén ocasiona la excitacion de electrones especificos en una
molécula poliatémica. Un ejemplo es cuando un complejo molecular contiene un grupo
carbonilo (doble enlace entre carbono y oxigeno), en ese caso, los fotones que pueden
ser absorbidos por la molécula tienen longitudes de onda de 290 nm [67]. A los grupos
que poseen la propiedad de absorber fotones se les conoce como croméforos®. Si un
enlace doble entre carbonos absorbe un foton, excita a un electron en un orbital de
enlace tipo 7t a un estado de antienlace 7*. En el caso del doble enlace no conjugado, la
energia necesaria para dicha excitacién es de 7 eV, lo cual corresponde a la absorcién
de un fotén con una longitud de onda de 180 nm [67]. Cuando el enlace doble esta
conjugado, las energias de los orbitales moleculares estin mas préximas y, por tanto, la
energia de transicion entre orbitales esta asociada a longitudes de onda mas largas. Las

3 También conocidos como cationes.
4 También conocidos como aniones.
5 Del griego, ’portador de color’.
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moléculas que absorben fotones, cuyas longitudes de onda se encuentran en el intervalo
del espectro visible, aportan ciertos colores al material en el que se encuentran. A estas
moléculas se les conoce como pigmentos.

En el segmento externo de los bastones se encuentra un pigmento visual conocido
como rodopsina, el cual es una proteina conjugada, en otras palabras, una molécula
compuesta por aminoacidos. La estructura basica de un aminoécido consiste en un
carbono central enlazado a un grupo amino (NH3), a un grupo carboxilo (COOH)
y a un atomo de hidrégeno. Se le llama conjugada porque se divide en dos grupos
principales: una apoproteina o parte proteinica, conocida como opsina, y otra un grupo
prostético o parte no proteinica, llamada retinal.

El grupo prostético retinal es la parte de la molécula que absorbe la luz, por lo que
también se le conoce como el cromoéforo del pigmento visual. El retinal es un aldehido
derivado de la la vitamina A, esto es, un compuesto organico que contiene un grupo
funcional unido a un carbonilo (CHO) [Fig.34].

\)\/\
=

~

+ HaN (CH2), Opsina

o
11-cis-retinal

/K + H,O

Rodopsina

Figura 34: Sintesis de la rodopsina.

La frecuencia de absorcion del pigmento esta determinada por la estructura del
aminoacido de la opsina y por el tipo de retinal que contienen. El estado base del
retinal es la configuracién 11-¢is [Fig.34], la cual sin conjugar absorbe en el ultravioleta.
En la rodopsina, cuando esta enlazada a la opsina, la frecuencia de absorcién se recorre
a la region del visible.
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Figura 35: Estructura de la molécula trans-retinal.

En el reposo, los iones Na™ y los Ca™ fluyen a través de canales cati6nicos, despola-
rizando al segmento externo. Cuando la luz es absorbida por la molécula 11-cis-retinal,
la promocion de un electrén del orbital 7t al 77* hace que se pierda uno de los enlaces
7, de tal forma que, se isomeriza a la molécula trans-retinal [Fig. 35]. La forma trans
ocupa mas espacio que la geometria 11-cis-retinal, por tanto, oprime las espirales de la
molécula de opsina. Lo anterior, junto con la pérdida de un H™ [Fig. 34], activan a la ro-
dopsina transformandola en un producto intermediario conocido como metarodopsina
II°. A partir de este punto, el ciclo visual consiste en los siguientes pasos:

1. La metarodopsina II activa a otra proteina, la transducina.

2. La transducina, a su vez, activa a la enzima que hidrolisa al guanosin monofosfato
ciclico (cGMP) a guanosin monofosfato (GMP), la fosfodiesterasa.

3. La molécula de cGMP es una proteina que mantiene abiertos los canales de
sodio. La hidroélisis de cGMP ocasiona que los canales de sodio se cierren, hiper-
polarizando el segmento externo de los bastones.

4. El pulso eléctrico viaja por el nervio 6ptico hasta llegar a la corteza cerebral.
El proceso mediante el cual la rodopsina regresa a su estado base es el siguiente:

1. El grupo -CHO de la molécula ¢ransretinal se reduce a -CH,;OH, separandose
de la opsina.

2. La molécula libre de transretinol se isomeriza a 11-cis-retinol.

3. La molécula 11-cis-retinol pierde hidrégeno para formar 11-cis-retinal y se enlaza
a a la opsina.

4. El sistema esta listo para empezar, de nuevo, el ciclo visual.

De manera analoga, los tres tipos de cono contienen pigmentos sensibles a diferentes
longitudes de onda. Al igual que la rodopsina, los tres estin compuestos por el mismo
cromoforo 11-cis-retinal. Sin embargo, la secuencia de aminoacidos de las proteinas
de los pigmentos visuales es diferente. Las diferencias en las secuencias de aminoaci-
dos son las responsables de las diferencias en el espectro de absorcion entre células
fotorreceptoras.

6 Compuesto sélo por el cromoforo, sin la parte proteica.
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CALCULO DE LA TRANSMISION DENTRO DE LA
ESTRUCTURA DE BASTONES

%%=====Parametros de red del roedor====%%

drap=0.452; °Grosor del espacio ocupado por citoplasma
drbp=0.630; °Grosor del grupo de discos

c=3x10"(2); %/elocidad de la luz en Megametros/segundo
%%=====Parametros de red del roedor UV===%%

drrap=0.125; °Grosor del espacio ocupado por citoplasma
drrbp=0.630; °Grosor del grupo de discos
%%=====Parametros de red del pollo=—===%%

dpap=0.8469; Grosor del espacio ocupado por citoplasma
dpbp=1.394; °Grosor del grupo de discos
%%=====Parametros de red del pollo UV===%%

dprap=0.2776;
dprbp=1.394;

Grosor del espacio ocupado por citoplasma
°Grosor del grupo de discos

%%====FUNCIONES DIELECTRICAS=====%%

function y=kap(w)
c=3x10"(2);
a=1.365;
y=w.*a/c;
endfunction

function y=kbp(w)

Indice de refraccion del citoplasma

c=3%10"(2);

b=1.481; %Indice de refraccion de los discos
y=w.x*xb/cC;

endfunction

h=0; °paso del incremento de frecuencia
w=0; %frecuencia

“Matrices en las que se graba la componente que nos interesa de cada matriz de

transferencia%

tra=linspace(0,800,1000);

tral=linspace(0,800,1000);
tra2=linspace(00,800,1000);
tra3=linspace(0,800,1000);

%

z=linspace(400,900,1000); <ector de frecuencias
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z1l=1linspace(400,900,1000); <vector de longitudes de onda

for i=1:1000
w=400+h;
z1(1)=3*%10"(5)/w; ¢°conversion de frecuencia a longitud de onda en nanometros

)

%4MIATRICES ROEDOR

[ X)
676

o°
o°
o°

o°
o°

P11 = [cos(kap(wxdrap)), (I/kap(w))xsin(kap(w)*drap); Ixkap(w)x*sin(kap(w)x*drap
), cos(kap(w)xdrap)];

P22 = [cos(kbp(w)*drbp), (I/kbp(w))*sin(kbp(w)*drbp); Ixkbp(w)=*sin(kbp(w)x*drbp
), cos(kbp(w)*drbp)1;

Ve=[1/2, 1/kap(w)/2; 1/2, - 1/kap(w)];

VK=[1, 1; kap(w), -kap(w)I];

T101=V0*P22xP11xP22*xP11%P22+P11xP22*xP11xP22*P11%P22*xP11xP22*xP11xP22+P11xP22xP
11xP22+P11%P22*P11xP22*xP11+P22*P11xP22*P11xP22+P11xP22*xP11*xP22*xP11+P22*P
11%P22%P11%P22xP11+P22%xP11%P22%P11%P22+P11%xP22xP11+P22%P11%P22xP11xP22*P
11%P22+P11%P22xP11xP22xP11xP22xP11xP22*VK;

PR11 = [cos(kap(wxdrrap)), (I/kap(w))=xsin(kap(w)*xdrrap); Ixkap(w)=*xsin(kap(w)x*
drrap), cos(kap(w)*xdrrap)l;

PR22 = [cos(kbp(w)*drrbp), (I/kbp(w))*sin(kbp(w)*drrbp); Ixkbp(w)=*sin(kbp(w)x*
drrbp), cos(kbp(w)*drrbp)];

T102=V0*PR22*PR11%xPR22*xPR11*xPR22*PR11%xPR22*xPR11%xPR22*PR11xPR22*xPR11*xPR22*PR11x*
PR22xPR11%PR22%PR11%PR22xPR11%xPR22xPR11xPR22xPR11xPR22xPR11xPR22xPR11xPR
22%PR11%PR22*xPR11%xPR22*PR11%PR22*xPR11*xPR22*PR11%PR22*xPR11xPR22*PR11*PR22x*
PR11%PR22%PR11%PR22+PR11%PR22*PR11xPR22+*PR11*PR22xPR11xPR22*PR11*PR22*PR
11xPR22*PR11%PR22+*PR11+xPR22xVK;

)

%4MIATRICES POLLO

oo
676

o°
o°
o°

o°
o°

PP11 = [cos(kap(wxdpap)), (I/kap(w))*sin(kap(w)*xdpap); Ixkap(w)=*sin(kap(w)x*
dpap), cos(kap(w)xdpap)];

PP22 = [cos(kbp(w)*dpbp), (I/kbp(w))*sin(kbp(w)*dpbp); Ixkbp(w)=*sin(kbp(w)x*
dpbp), cos(kbp(w)*dpbp)]1;

T10=V0*PP22+PP11+PP22+PP11%PP22*PP11%PP22%PP11%PP22+PP11+PP22+PP11+PP22+PP11%
PP22+PP11#PP22%PP11%PP22%PP11%PP22+PP11%PP22+PP11xPP22+PP11xPP22xPP11%PP
22%PP11%PP22+PP11%PP22+PP11#PP22+PP11%PP22PP11xPP22%PP11%PP22+PP11+PP22x
PP11+PP22#VK;

PPR11 = [cos(kap(wxdprap)), (I/kap(w))x*sin(kap(w)*dprap); Ixkap(w)=xsin(kap(w)x
dprap), cos(kap(w)*dprap)l;

PPR22 = [cos(kbp(w)*dprbp), (I/kbp(w))*sin(kbp(w)*dprbp); Ixkbp(w)=*sin(kbp(w)x
dprbp), cos(kbp(w)*dprbp)1;

T11=VO*PPR22*PPR11*PPR22+PPR11*xPPR22*PPR11%xPPR22*PPR11*PPR22xPPR11*PPR22*PPR
11xPPR22xPPR11*PPR22+xPPR11xPPR22*PPR11xPPR22*xPPR11*PPR22xPPR11*xPPR22%PPR
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11%PPR22xPPR11*PPR22+PPR11*xPPR22*PPR11%PPR22*PPR11*PPR22xPPR11*PPR22*PPR
11xPPR22xPPR11xPPR22xPPR11%xPPR22*PPR11+xPPR22*xPPR11*xPPR22xVK;

tra(i)=abs(1/T10(1,1))"2;
tral(i)=abs(1/T101(1,1))"2;
tra2(i)=abs(1/T11(1,1))"2;
tra3(i)=abs(1/T102(1,1))"2;
h=h+0.5;

endfor

plot (zl,tral,zl,tra3,z1,tra,zl,tra);
grid off;

lgd=legend ({"Roedor"}, "Roedor UV", "Pollo", "Pollo UV");
set (lgd, "fontsize", 18)
x1lb=x1label("Frecuencia [THz]");

set (xlb, "fontsize", 18)
ylb=ylabel("Transmision");

set (ylb, "fontsize", 18)

ylim([0 11);

set (gca, "fontsize", 18)
axis("square")

print(’-dtex’, ’'el_buen_baston.tex’)
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APENDICE C: CODIGO FUENTE DE OCTAVE PARA EL
CALCULO DE LA TRANSMISION DENTRO DE LA
ESTRUCTURA DE CONOS DE LA RETINA HUMANA

%%=====Parametros de red Humano azul====%%

dap=0.8010; °Grosor del espacio ocupado por citoplasma
dbp=0.14; °Grosor del grupo de discos
c=3%10"(2); %/elocidad de la luz en megametros/segundo
%%=====Parametros de red Humano verdes===%%

dapl=1.075; °Grosor del espacio ocupado por citoplasma
dbp1=0.14; °Grosor del grupo de discos
%%=====Parametros de red Humano rojo====%%

dap2=1.125; °Grosor del espacio ocupado por citoplasma
dbp2=0.14; °Grosor del grupo de discos
%%====FUNCIONES DIELECTRICAS=—==%%

w=0.5; %f recuencia

h=0; °paso de incremento de la frecuencia
function y=kap(w)

c=3%10"(2);

a=1.365; lndice de refraccion del citplasma
y=w.*a/c;

endfunction

function y=kbp(w,1)

c=3%10"(2);

y=w*sqrt(1+((1.475)72-1)/(1-(1-1)*(0.053))"2)/c; <%funcion dielectrica,
dependiente de la conicidad (0.053)

endfunction

Matrices en las que se graba la componente que nos interesa de cada matriz de
transferencia%

tral=linspace(0,800,1000);
tralV=1linspace(0,800,1000);
tralR=1linspace(0,800,1000);

z=linspace(400,900,1000); %vector de frecuencias
z1=1linspace(400,900,1000); %vector de longitudes de onda

Liclo que barre las frecuencias$%

for i=1:1000
w=400+h;

z1(1)=3%10"(5)/w; sconversion de frecuencia a longitud de onda en
nanometros
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T1l0l=eye(2);
T101lV=eye(2);
T101R=eye(2);

iclo que barre la estructura por grupos (kbp(w,k)) para una frecuencia w$
for k=1:12

P11 = [cos(kap(w)=*dap), (I/kap(w))=*sin(kap(w)*dap); Ixkap(w)=*sin(kap(w)=*dap),
cos(kap(w)xdap)1;

Ve=[1/2, 1/kap(w)/2; 1/2, - 1l/kap(w)];

VK=[1, 1; kap(w), -kap(w)Il;

P22 = [cos(kbp(w,k)=*dbp), (I/kbp(w,k))*sin(kbp(w,k)=*dbp); Ixkbp(w,k)*sin(kbp(w
,k)*dbp), cos(kbp(w,k)=*dbp)];

P11V = [cos(kap(w)*dapl), (I/kap(w))*xsin(kap(w)*xdapl); Ixkap(w)=*sin(kap(w)=*dap
1), cos(kap(w)x*dapl)];

P11R = [cos(kap(w)=*dap2), (I/kap(w))*sin(kap(w)xdap2); Ixkap(w)=*sin(kap(w)=*dap
2), cos(kap(w)*dap2)1;

if (k==1)

T101=V0;

endif

if (rem(k,2)==0 && k!=12)
T101=T101xP22;

endif

if (rem(k,2)!'=0 && k<12)
T101=T101xP11;

endif

if (k==12)

T101=T101xVK;

endif

if (k==1)

T101V=V0;

endif

if (rem(k,2)==0 && k!=12)
T101V=T101V*P22;

endif

if (rem(k,2)!=0 && k<12)
T101V=T101V*P11lV;

endif

if (k==12)
T101V=T101V*VK;

endif

if (k==1)

T101R=V0;

endif

if (rem(k,2)==0 && k!=12)
T101R=T101R*P22;
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91 endif
if (rem(k,2)!=0 && k<12)
T101R=T101R*P11R;
endif
if (k==12)
96 T101R=T101RxVK;
endif

kK++;

101 endfor

tral(i)=abs(1/T101(1,1))"2;

tralV(i)=abs(1/T101V(1,1))"2;
106 tralR(i)=abs(1/T101R(1,1))"2;

h=h+0.5;

endfor;

plot (z1,tral,"b",z1l,tralv,"g",z1,tralR,"r");
111 grid off;
lgd=1legend ({"Cono S (azul)"}, "Cono M (verde)", "Cono L (rojo)");
set (lgd, "fontsize", 18)
x1lb=xlabel("Frecuencia [THz]");
set (xlb, "fontsize", 18)
116 ylb=ylabel("Transmision");
set (ylb, "fontsize", 18)
ylim([0 11);
set (gca, "fontsize", 18)
axis("square")
121
print(’-dtex’, 'el_cono_humano.tex’)
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